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1  Introduction générale. 
La cytochrome c oxydase (CcO) est un complexe protéique commun à tous les 
organismes aérobiques. Elle catalyse la réduction de l'oxygène en eau au niveau d'un site 
catalytique qui contient un atome de fer hémique et un atome de cuivre. La famille de ces 
oxydases est ainsi appelée super famille des oxydases à "hème-cuivre". Cette famille a une 
grande homologie avec celle des NO-réductases, qui catalysent la réduction de deux molécules 
de monoxyde d'azote (NO) en N2O. Cette homologie proviendrait de l'origine commune de ces 
deux familles (Pereira et coll. 2001), comme le suggère l'activité O2-réductase de quelques 
membres de la famille des NO-réductases (Fujiwara 1996) et l'activité NO-réductase de certaines 
cytochrome c oxydases (Giuffrè et coll. 1999; Forte et coll. 2001). Si les oxydases des 
eucaryotes supérieurs ont perdu cette fonction "ancestrale" de réduction du NO, les interactions 
CcO-NO jouent un rôle important dans la régulation de la respiration chez les mammifères 
(Giuffrè et coll. 2000; Moncada & Erusalimsky 2002). En effet, en présence de NO, l'affinité 
apparente de la CcO mitochondriale pour O2 diminue (Cooper 2002). Par ailleurs, des études 
menées sur l'oxydase de cœur de bœuf (Brudvig et coll. 1980; Seelig et coll. 1981) et d'une 
bactérie, P. denitrificans (Vos et coll. 2001), semblent indiquer que deux molécules de NO 
peuvent être présentes simultanément dans le site actif. Ce phénomène, outre son analogie avec 
le mécanisme de réduction du NO, permettrait d'envisager les interactions CcO-NO, non plus 
sous le seul angle d'une inhibition compétitive, mais également comme une possible interaction à 
plusieurs partenaires. La présence potentielle de plusieurs molécules de NO dans le site actif des 
cytochrome c oxydases aa3 de P. denitrificans et ba3 de T. thermophilus et la nature des 
interactions entre ces ligands ont été étudiés durant mon travail de thèse. 
Si le NO régule l'activité catalytique en inhibant la fixation de l'oxygène, la disponibilité 
des électrons nécessaires à la réduction de O2 influe aussi l'activité de la cytochrome c oxydase. 
En effet la fixation du dioxygène, et sa réduction, n'est possible que si le site actif est réduit i.e., 
si au moins deux électrons sont présents au niveau de la CcO. La compréhension des processus 
de transfert des électrons au sein de la cytochrome c oxydase, autre sujet étudié dans cette thèse, 
est donc un point clé de l'élucidation du mécanisme de réduction de l'oxygène par la CcO. 
10 
11 
 
2  Fonction et régulation de la cytochrome c 
oxydase. 
La théorie endosymbiotique propose que l'acquisition de la capacité à réduire l'oxygène 
par les Eucaryotes est liée à l'entrée en symbiose d'une eubactérie aérobique ancêtre de la 
mitochondrie, avec un Eucaryote primitif anaérobique (Margulis 1970; Margulis & Bermudes 
1985; Gray et coll. 1999; Gray et coll. 2001) ou avec un Archeon comme le suggère des études 
récentes (Emelyanov 2003). La présence d'une double membrane mitochondriale, l'existence 
d'un génome et d'un appareil de transcription montrant une grande similitude avec certaines 
bactéries (par exemple Rickettsia prowazekii), ainsi que l’absence d’épissage sont considérés 
comme des faits supportant cette théorie (Andersson et coll. 1998). Selon cette hypothèse, 
l'eubactérie qui vit en symbiose serait un représentant des bactéries pourpres (sous groupe 
Rhodobacter) (Yang et coll. 1985; Woese 1987). La mitochondrie possède son propre génome 
codant pour de nombreuses protéines essentielles, notamment celles impliquées dans le cycle de 
Krebs et dans la respiration.  
2.1  Les chaînes respiratoires. 
L'une des principales fonctions des mitochondries est la production de composés 
chimiques hautement énergétiques. Cette énergie de stockage est obtenue par oxydation de 
molécules hautement réduites, les nutriments, permettant, dans un premier temps, la formation 
de dinucléotides réduits : Nicotinamide Adénosine Dinucléotide (NADH) et Flavine Adénosine 
Dinucléotide (FADH). Ces dinucléotides réduits, de potentiel redox négatif, délivrent des 
électrons à une série de protéines membranaires qui constituent la chaîne respiratoire. Elles 
utilisent l’énergie libre (∆G) associée à des réactions d'oxydoréduction pour créer un gradient de 
protons. Ce gradient permet ensuite la synthèse d’adénosine triphosphate (ATP) effectuée par 
l’ATP synthase. L’ensemble de ces processus est appelé phosphorylation oxydative.  
Ce processus, expliqué par la théorie chimiosmotique {Mitchell, 1961 #92}, est localisé 
uniquement au niveau de structures membranaires mitochondriales. Selon ce concept, qui a valu 
à Mitchell le prix Nobel en 1978, il n'existe pas d'intermédiaire chimique entre les réactions 
d'oxydoréduction et la phosphorylation de l'adénosine diphosphate (ADP), mais une différence 
de potentiel et de pH est constitué au niveau d'une membrane, désignée par le terme "force 
proton-motrice". L'énergie libérée par l'entrée des protons au niveau de l'ATP synthase permet la 
synthèse d'ATP à partir d'ADP et de phosphate inorganique (Pi). La théorie chimiosmotique, 
dont la validité a été démontrée dans un premier temps au niveau de la chaîne respiratoire 
mitochondriale, a été par la suite généralisée à de nombreux phénomènes : la photosynthèse, le 
12 
déplacement flagellaire des bactéries, … . 
2.1.1 La chaîne respiratoire mitochondriale. 
Les mitochondries sont des organelles ovoïdes, formées de deux membranes, une externe 
et une interne, qui délimitent l'espace intermembranaire et l'intérieur de la mitochondrie nommée 
matrice (fig 2.1A). La membrane interne forme de nombreuses invaginations, les crêtes 
mitochondriales, qui augmente la surface d'échange entre la matrice et l'espace 
intermembranaire. Le nombre et la taille des mitochondries varient avec l'activité cellulaire et les 
tissus. 
 
B 
 
 
 2.1 : A : Représentation schématique d’une mitochondrie animale.                       . 
B : représentation schématique de la chaîne respiratoire mitochondriale. Les flèches bleues 
représentent les pompages de protons les flèches rouges montrent les transferts d'électrons 
(Tirée de la thèse de G. Lipowski 2003). 
 
 
La chaîne respiratoire mitochondriale se situe au niveau de la membrane interne des 
mitochondries (Racker 1977) (fig 2.1 B). Elle est formée principalement de cinq complexes. 
Chaque complexe contient des cofacteurs possédant une fonction d'oxydoréduction et catalyse le 
transport des électrons, provenant initialement soit du NADH soit du succinate. Le passage des 
A
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électrons à travers la chaîne respiratoire s'accompagne d'une diminution graduelle de l'énergie 
libre stockée, ce qui correspond à une augmentation du potentiel redox E° (figure 2.2). Les 
complexes sont fonctionnellement reliés par des transporteurs d'électrons mobiles : soit quinol 
soit cytochrome c soluble. 
Si le passage des électrons dans un complexe s'accompagne d'une diminution de E° 
suffisante, l'énergie ainsi libérée permet le transfert de protons à travers la membrane interne. 
Les complexes I, III et IV pompent ainsi des protons de la matrice vers l'espace 
intermembranaire. Le complexe V fonctionne en créant un pore qui utilise l'énergie contenue 
dans la différence de concentration de H+ (~2 unités de pH) et de charge (~80 mV) pour 
synthétiser une molécule riche en énergie, l'ATP, en grande quantité. 
 
Figure  2.2 : Schéma indiquant le potentiel redox des cofacteurs des différents complexes 
de la chaîne respiratoire. Les traits bleus horizontaux représentent les potentiels mesurés et 
les traits verts, les potentiels dont la valeur varie avec l’environnement. Les flèches bleues 
indiquent l'existence d'un transfert de protons associé au passage des électrons, les flèches 
jaunes matérialisent les voies de transfert des électrons. 
D’après Hansford, Nature Encyclopedia of Life Science 2000 (Hansford 2000) 
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2.1.1.1 Le complexe I. 
Le NADH:ubiquinone oxydoréductase, ou complexe I, a une double fonction 
catalytique : la réduction de l'ubiquinone (UQ) par le NADH, et le transfert de protons. Des 
modèles de la structure tridimensionnelle du complexe I mitochondrial montrent un complexe de 
48 sous-unités (SU), dont 14 sont codées par le génome mitochondrial (Friedrich & Bottcher 
2004), et contenant de nombreux cofacteurs : une flavine mononucléotide (FMN), et 7 centres 
Fer Soufre (Fe-S). Les 7 SU mitochondriales cytosoliques situées coté matrice contiennent 
l'ensemble des cofacteurs de ce complexe. Ces protéines fixent le NADH et catalysent le 
transfert des électrons et des protons vers les ubiquinones. Ce transfert est associé au passage de 
quatre protons de la matrice vers l'espace intermembranaire (Vinogradov & Grivennikova 
2001) : NADH + UQ + 5H+mat ? NAD+ + UQH2 + 4H+inter  
2.1.1.2  Le complexe II. 
La succinate:ubiquinone oxydoréductase, ou complexe II, catalyse la transformation du 
succinate en fumarate. Cette réaction, appartenant au cycle de l'acide citrique (ou cycle de 
Krebs), réduit également une molécule de flavine adénosine dinucléotide (FAD). Ce cofacteur, 
lié de façon covalente à la protéine, transfère alors ses électrons et son proton à l'ubiquinone via 
trois centres Fe-S (Cecchini et coll. 2003).  
Le complexe II peut être considéré comme résultant de la fusion de deux enzymes : une 
succinate déshydrogénase et une ubiquinone réductase. L'association de ces deux fonctions 
permet d'optimiser l'utilisation du FAD : 
Succinate + FAD      Fumarate FADH + H+ 
FADH + H++ UQ     FAD + UQH2 
2.1.1.3 Le pool quinone. 
L'ubiquinol (UQH2) est formé par les complexes I et II à partir d'ubiquinone (UQ). Sa 
solubilité dans les membranes permet le transport de 2 électrons et de 2 protons vers le complexe 
III (Turunen et coll. 2004). On nomme "pool quinone" l'ensemble de ces molécules qu'elles 
soient réduites ou oxydées. 
2.1.1.4 Le complexe III. 
L'ubiquinol:cytochrome c oxydoréductase est aussi appelé complexe bc ou complexe III 
(Berry et coll. 2000). Il utilise le pouvoir réducteur du quinol pour transférer des protons vers 
l'espace intermembranaire ; les électrons étant alors cédés au cytochrome c (Cc). Ce complexe 
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constitue un dimère de 11 SU, portant chacun trois types de cofacteurs impliqués dans le 
transfert des électrons et des protons : 2 hème de type b, un hème de type c, et une protéine 
contenant un centre 2Fe-2S aussi appelé protéine Rieske (Rieske et coll. 1964; Tzagoloff et coll. 
1965; Lancaster 2003). Ces cofacteurs sont portés par les trois sous-unités codées par le génome 
mitochondriale. Le complexe bc catalyse la réaction suivante :  
UQH2 + 2 Ccox + 2H+mat ? UQ + 2Ccred +4H+inter 
2.1.1.5 Le cytochrome c. 
Le cytochrome c mitochondrial est une protéine soluble de 12,5 kDa contenant un hème 
de type c lié de façon covalente à la chaîne peptidique par deux cystéines. Il transporte les 
électrons depuis le complexe bc jusqu'à la cytochrome c oxydase (CcO) (Banci & Assfalg 2001). 
2.1.1.6 Le complexe IV. 
La cytochrome c:oxygène oxydoréductase, aussi appelé complexe IV, ou cytochrome c 
oxydase aa3 (CcO), est un homodimère de 13 SU comprenant de nombreux cofacteurs, 
notamment deux hèmes a et a3 qui ont donné son nom à l'oxydase, et deux centres cuivre. La 
CcO catalyse la réduction de l'oxygène en eau à partir des électrons fournis par le cytochrome c. 
L'énergie de cette réaction permet de transférer quatre protons de la matrice vers l'espace 
intermembranaire par molécule d'oxygène réduite (Iwata et coll. 1995). Cette protéine est 
l'accepteur terminal d'électrons de la chaîne respiratoire. La grande différence de potentiel redox 
entre le cytochrome c et l'oxygène autorise le transfert de quatre protons par molécule de 
dioxygène réduit. En plus des protons pompés, quatre autres protons sont consommés, 
augmentant la force proton-motrice entre la matrice et l'espace intermembranaire.  
La réaction peut être résumée ainsi :  
4 Ccred +8H+mat + O2 ? 4 Ccox + 2H2O + 4H+inter  
Mon travail de thèse a consisté en l'étude du transfert interne des électrons dans ce 
complexe ainsi que l'interaction de son équivalent bactérien avec le monoxyde d'azote (NO). 
2.1.1.7 L'ATP synthase. 
Le transfert de protons au niveau des complexes I, II et IV crée une force proton-motrice 
qui permet la synthèse d'ATP au niveau du complexe V ou ATP synthase. Ce complexe 
protéique est formé de deux parties : Fo et F1. F0 est membranaire et forme un pore, alors que F1 
comprend une partie soluble située côté matrice catalysant la synthèse d'ATP à partir d'ADP et 
de phosphate inorganique (Pi). F1 est constituée d'une partie mobile (ou rotor) et d'une partie fixe 
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(ou stator) (Abrahams et coll. 1994). Ce mouvement de rotation résultant du passage des protons 
par le pore, fournit l'énergie nécessaire à la synthèse d'ATP (Sabbert et coll. 1996; Boyer 1999). 
2.1.1.8 Les supercomplexes. 
Il a été montré récemment que des interactions fortes existent entre les complexes de la 
chaîne respiratoire (Schagger 2002). Les termes de "supercomplexe" et de "respirasome" sont 
utilisés pour décrire ces associations macromoléculaires (>2 000 kDa). Les études menées in 
vivo et in vitro sur ces complexes solubilisés indiquent qu'une molécule de complexe I est 
associée avec un dimère de complexe III ainsi qu'au complexe IV (une à quatre copies). Par 
ailleurs, le complexe V est un dimère (Schagger & Pfeiffer 2000). 
Ces interactions amélioreraient l'efficacité de la chaîne respiratoire en s'affranchissant des 
phénomènes de diffusion. De plus, ces interactions limiteraient les risques de réactions 
secondaires pouvant aboutir à la formation de molécules toxiques. Par exemple, l'association 
entre le complexe I et le dimère du complexe III, conduirait à la séquestration de la semiquinone, 
dont l'interaction avec l'oxygène produit le radical superoxyde toxique (Kotlyar & Vinogradov 
1990; Schagger 2002). Par ailleurs, il a été montré que certaines pathologies mitochondriales 
résultent d'un défaut d'assemblage du "supercomplexe" (Schagger, 2002).  
2.1.2 Les chaînes respiratoires de Paracoccus denitrificans. 
Comme introduit précédemment, la théorie endosymbiotique considère que les 
mitochondries sont issues de bactéries entrées en symbiose avec les Eucaryotes primitifs (ou des 
Archea). En effet, la chaîne respiratoire mitochondriale est très similaire à celle rencontrée chez 
les bactéries vivant en condition aérobique. Ceci s'applique aux bactéries de la sous famille des 
protéobactéries de laquelle serait issue la mitochondrie et notamment Paracoccus denitrificans et 
Rhodobacter sphaeroides. Cette origine commune a été confirmé par l'obtention des structures 
tridimensionnelles du complexe IV chez l'oxydase mitochondriale (Tsukihara et coll. 1995), de 
P. denitrificans (Iwata et coll. 1995) et de R. sphaeroides (Svensson-Ek et coll. 2002).  
Différentes bactéries modèles ont été étudiées afin de comprendre le fonctionnement de 
la chaîne respiratoire mitochondriale. Ces systèmes modèles bactériens sont attractifs de par la 
constitution plus simple de chaque complexe, l'absence des sous-unités codées par le génome 
nucléaire et l'existence d'outils de biologie moléculaire. En effet, comme une mitochondrie 
possède plusieurs copies de son génome, il est difficile de modifier l'ensemble des molécules 
d'ADN mitochondrial. De plus, la nécessité absolue de la respiration aérobique chez les 
mammifères, limite, a priori, la mutagenèse à des mutations non létales. 
Nous nous sommes intéressés à la cytochrome c oxydase aa3 de P. denitrificans. La 
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chaîne respiratoire aérobique de P. denitrificans est formée de cinq complexes et son 
fonctionnement est très similaire à celui de la chaîne respiratoire mitochondriale.  
A côté de la cytochrome c oxydase aa3, homologue de l'oxydase mitochondriale (Ludwig 
& Schatz 1980; Haltia et coll. 1988), P. denitrificans possède deux autres oxydases terminales 
(De Gier et coll. 1992) : la quinol oxydase ba3 (Richter et coll. 1994) et la cytochrome c oxydase 
cbb3 (De Gier et coll. 1992). L'oxydase cbb3 est adaptée à la microaérobie ([O2] : 3 à 22 nM), 
comme l'indique son affinité élevé pour l'oxygène (Km= 7 nM) (Preisig et coll. 1993). Ces trois 
oxydases, aa3, ba3 et cbb3, appartiennent à la super famille des oxydases terminales dites à 
"hème-cuivre" (Saraste et coll. 1991; Saraste 1994). Celle-ci est caractérisée par une catalyse de 
la réduction de l'oxygène en eau réalisée au niveau d'un site catalytique binucléaire hème-cuivre, 
ainsi que par la présence d'un hème de bas spin véhiculant les électrons jusqu'à ce site actif.  
L’utilisation des chaînes respiratoires décrites précédemment n’est possible qu’en 
présence d’oxygène. Dans des conditions anaérobiques, P. denitrificans peut utiliser différents 
composés azotés (nitrate et nitrite par exemple) comme accepteur terminal d'électrons (Haddock 
& Jones 1977; Van Verseveld et coll. 1977; Boogerd et coll. 1980; Stouthamer et coll. 1982). 
Ces conditions métaboliques sont appelées dénitrification (Zumft 1997). Quatre étapes sont 
nécessaires pour réduire le nitrite en azote moléculaire (figure 2.3). 
Lors de la dénitrification, les NO réductases catalysent la réduction du monoxyde d’azote 
(NO) en oxyde nitreux (N2O). Ces enzymes sont particulièrement intéressantes car elles 
possèdent une très forte homologie de séquence avec les oxydases (Richter & Ludwig 2003). Ce 
sont des protéines membranaires dont la sous-unité catalytique contient deux hèmes quasi-
orthogonaux, orientés perpendiculairement à la membrane. Le site actif est formé par l’un des 
hèmes et un atome de fer, remplaçant le cuivre présent chez les cytochrome c oxydases. La 
réduction n'est possible que lorsque deux molécules de NO sont présentes dans le site actif, 
probablement l'une fixée à l'hème et l'autre sur le fer non hémique. Ce processus s’accompagne 
du pompage de protons et participe ainsi à la création du gradient de protons (Hendriks et coll. 
2000).  
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Figure  2.3 : Schéma synthétisant les différentes chaînes de respiration aérobie et de 
dénitrification de Paracoccus denitrificans. 
2.2 La Cytochrome c Oxydase. 
La cytochrome c oxydase (ou ferrocytochrome c:oxygène oxydoréductase; EC 1.9.3.1) 
appartient à la super-famille des oxydases terminales à hème-cuivre. Les membres de cette 
famille présentent une séquence en acides aminés de la sous-unité I très conservée, et un site 
catalytique bimétallique constitué d'un hème et d'un atome du cuivre (Garcia-Horsman et coll. 
1994). 
Les oxydases à hème cuivre sont ubiquitaires chez les organismes aérobiques, depuis les 
bactéries jusqu'aux mammifères et aux plantes supérieures. L'obtention des structures de CcO à 
partir de mitochondries de mammifères (cœur de bœuf) (Yoshikawa et coll. 1998) et de 
bactéries : Paracoccus denitrificans (Ostermeier et coll. 1997), Rhodobacter sphaeroides 
(Svensson-Ek et coll. 2002) et Thermus thermophilus  (Soulimane et coll. 2000) a permis de 
mieux comprendre leur fonctionnement. 
2.2.1 Structure de l’oxydase aa3 de Paracoccus denitrificans.  
La CcO aa3 a été originellement isolée sous forme d’un complexe de deux sous-unités 
(Ludwig & Schatz 1980). Par la suite, l’utilisation de détergents plus "doux" a permis 
l'identification de deux nouvelles sous-unités (Haltia et coll. 1988). Les trois plus grosses sous-
unités présentent une forte homologie avec les sous-unités codées par le génome mitochondrial 
de l’oxydase eucaryote. L’existence de la quatrième sous-unité, spécifique des bactéries, n’a été 
confirmée que par les résultats cristallographiques (Iwata et coll. 1995). 
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Figure  2.4 : Structure 3D de l’oxydase aa3 de P. denitrificans (code 1QLE, (Iwata et coll. 
1995)); représentation en mode "cartoon". La sous-unité I est colorée en jaune, la SU II en 
rouge, la SU III en bleu et la SU IV en vert. Les cofacteurs métalliques sont indiqués par 
des sphères dont le code couleur est le suivant : atomes de fer sont dorés et hèmes en 
gris, les atomes de cuivre sont vert, de calcium rouge et  le site magnésium / manganèse 
en bleu 
2.2.1.1 La sous-unité I et le site actif. 
Hème a3
CuB
histidine 310
et 311
histidine 411
histidine 276 
liaison covalente
tyrosine 280
.  
Figure  2.5 : Site actif de l'oxydase aa3 de P. denitrificans. Les acides aminés liants les 
atome de fer (doré) et de cuivre (vert) ainsi que la tyrosine covalamment liée à une des 
histidines liées au CuB sont montrés 
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La structure 3D, résolue à la précision de 2,8 Å (Fig 2.4), a permis de découvrir 
l’organisation générale de l'oxydase (Iwata et coll. 1995) (code PDB 1QLE): 4 SU 
transmembranaires et les cofacteurs : deux hèmes de type a, trois atomes de cuivre répartis en 
deux centres, un atome de calcium et un atome de manganèse ou de magnésium. Les SU I et II, 
qui contiennent l'ensemble des cofacteurs redox, ont été par la suite cristallisées à la résolution 
de 2,4 Å (Ostermeier et coll. 1997) (code PDB 1AR1) décrivant ainsi avec plus de précision le 
site actif. 
La sous-unité I est fortement ancrée dans la membrane avec 12 hélices disposées en 3 
groupes de quatre, formant une hélice à trois bras. Les extrémités N et C terminales des 558 
acides aminés (aa) sont exposées côté cytoplasmique. Trois centres redox : deux hèmes de type a 
et un cuivre B (CuB), sont liés à cette sous-unité et situés au tiers de la profondeur de la 
membrane à partir du périplasme. L’hème a, de bas spin, est relié au polypeptide par deux 
ligands axiaux, His 94 et His 413, alors que l’hème a3, de haut spin, est lié par un seul ligand 
axial, His 411. L’autre face de l’hème a3 est libre et permet la fixation de l’oxygène ou d’autres 
ligands diatomiques. Les hèmes, tous deux perpendiculaires à la membrane, forment un angle de 
108°, ils sont distants de 7 Å de bord à bord et 13,2 Å séparent les atomes de fer. 
L’hème a3 couplé avec le cuivre (CuB) situé à proximité, forment le centre binucléaire 
(Fig. 2.5) où l’oxygène se fixe, puis est réduit en eau. CuB est lié par trois histidines qu’il soit à 
l’état réduit ou oxydé (Harrenga & Michel 1999). Il est distant du fer de l’hème a3 de 5,2 Å (dans 
la structure à 4 sous-unités). L’une des histidines (H276) est liée de façon covalente à une 
tyrosine (Y280). Cette liaison très inhabituelle, entre l’azote Νε2 de l’histidine et le carbone Cε2 
de la tyrosine, paraît caractéristique de la famille des oxydases à "hème cuivre". Différents rôles 
fonctionnels de cette liaison ont été proposés (Ostermeier et coll. 1997; Buse et coll. 1999; 
Lambry et coll. 1999; Pinakoulaki et coll. 2002). 
L'oxygène se fixe au site actif réduit, tout d'abord au CuB puis au Fea3 (Wikstrom et coll. 
1998). La réduction de l'oxygène en eau est alors rapide (~200 µs (Proshlyakov et coll. 1998)). 
La présence de ces deux sites de fixation au sein même du site actif a également été observé pour 
le monoxyde de carbone (CO) qui se lie tout d'abord au CuB puis à l'hème a3 (Einarsdottir 1995). 
Il a également été montré que deux molécules de NO étaient susceptibles de se fixer 
simultanément au site actif, une sur le fer et l'autre sur le CuB (Brudvig et coll. 1980; Zhao et 
coll. 1994). Cette dernière propriété renforce la ressemblance avec la NO réductase. 
2.2.1.2 La sous-unité II. 
La sous-unité II a une structure bipartite : sa partie N terminale est formée de deux 
hélices transmembranaires, et du coté périplasmique se trouve un domaine hydrophile, replié en 
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tonneau β de dix feuillets, contenant le centre cuivre A (CuA). Ce centre est constitué de deux 
atomes de cuivre, distant de 2,6 Å, dans un état de valence mixte (CuI – CuII) lorsqu'il est oxydé. 
Les électrons provenant du cytochrome c arrivent à cette sous-unité au niveau du centre CuA. 
2.2.1.3 La sous-unité III. 
La sous-unité III, entièrement membranaire, est repliée en 7 hélices réparties en deux 
groupes de deux et cinq hélices, dans un arrangement en "V", avec l’extrémité N terminale située 
à l’intérieur. Pour R. sphaeroides, il a été démontré que la sous-unité III stabilisait le centre 
binucléaire (Bratton et coll. 1999). Ce n'est pas le cas chez P. dentirificans (Haltia et coll. 1999), 
où l’absence de la SU III ne modifie que la vitesse de la réaction, pas la fonction de l'enzyme. 
2.2.1.4 La sous-unité IV. 
La sous-unité IV des enzymes bactériennes (P. dentirificans et R. sphaeroides) se résume 
à une simple hélice transmembranaire en contact avec les SU I et III. Sa séquence n’a pas 
d’analogie avec des sous-unités nucléaires de l’oxydase mitochondriale mais un grand degré 
d’homologie existe entre les SU IV de P. dentirificans et de R. sphaeroides (Svensson-Ek et coll. 
2002). La délétion du gène codant pour cette sous-unité donne un complexe à trois sous-unités 
ne révélant aucune modification structurale ou fonctionnelle de l'enzyme.  
2.2.1.5 Autres métaux (hors transfert d'électrons). 
Des sites de liaison pour des ions métalliques sans fonction oxydoréductrice connue ont 
été découverts à la fois chez les oxydases bactériennes et mitochondriales. Un site de fixation du 
magnésium a été découvert à l'intersection des SU I et II chez les oxydases bactériennes (Iwata et 
coll. 1995; Soulimane et coll. 1995; Svensson-Ek et coll. 2002) et mitochondriales (Tsukihara et 
coll. 1995). Dans l’enzyme isolée à partir de P. denitrificans cultivée en milieu standard 
contenant des ions manganèse, ce site est occupé par un atome de manganèse qui donne un 
signal RPE (Résonance Paramagnétique Electronique) caractéristique. Cet ion Mn peut être 
remplacé par un ion Mg sans que cela n’affecte la fonction enzymatique (Seelig et coll. 1981). 
La fonction de ce site n’est pas clairement établie, un rôle structural de cohésion entre les SU I et 
II a été suggéré. Il pourrait également être impliqué dans le transfert de protons ou d’eau vers 
l’extérieur de la protéine (Schmidt et coll. 2003). 
Un site de fixation du calcium a été mis en évidence au niveau de l’hélice I de la sous-
unité I. Un atome de calcium y est toujours fortement fixé dans les oxydases bactériennes 
(Pfitzner et coll. 1999), par contre l’occupation de ce site est partielle pour l'enzyme 
mitochondriale isolée (Yoshikawa et coll. 1998). Le rôle de ce site n’est pas déterminé. 
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2.2.2 Structure de l’oxydase mitochondriale. 
La structure à l’état oxydé obtenue à la résolution de 2,8 Å (Tsukihara et coll. 1996), a été 
par la suite raffinée à 2,3 Å (Fig. 2.6) dans différents état redox et de ligation (Yoshikawa et coll. 
1998). Les structures des sous-unités de la cytochrome c oxydase de cœur de bœuf codées par le 
génome mitochondrial présentent une grande similarité avec leurs équivalents bactériennes 
(Tsukihara et coll. 1995; 1996; Yoshikawa et coll. 1998). Elles sont considérées comme le 
"coeur fonctionnel" de l’oxydase. Treize sous-unités sont distinguées, dont trois présentent une 
forte homologie avec les sous-unités I, II et III de l’oxydase bactérienne. L’environnement des 
métaux oxydoréducteurs de ces sous-unités est quasiment identique à celui décrit pour P. 
denitrificans (Richter & Ludwig 2003). 
Les dix sous-unités codées par le noyau entourent le "cœur bactérien". Deux monomères 
d’oxydase, de 13 sous-unités chacun, forment un dimère fonctionnel de plus de 400 kDa. Les 
sous-unités IV, VIa, VIc, VIIb, VIIc et VIII traversent chacune la membrane par une hélice, alors 
que les sous-unités Va et Vb, qui posséde un site de fixation du Zn, se trouvent du coté matrice, 
et VIb est dans l’espace intermembranaire. 
Ces sous-unités sont impliquées dans la régulation de l'activité de l'oxydase. Ainsi le 
rapport ATP/ADP, présent dans la mitochondrie, est susceptible de modifier le fonctionnement 
de l'enzyme. Il a été montré que la sous-unité IV, via la fixation d'ATP, participe à cet effet 
(Kadenbach & Arnold 1999). Cette fixation régule allostériquement l'oxydase, la fixation d'ATP 
sur ce site réduit le nombre de protons pompés par électrons de 1 à 0,5. Mais la régulation de 
l'activité de CcO par les nucléotides ne se résume pas à cette seule interaction : dix sites de 
fixation ont été recensés (Napiwotzki et coll. 1997; Napiwotzki & Kadenbach 1998). De plus, la 
régulation de l'activité de l'oxydase par l'ATP varie selon le tissu d'où l'oxydase est extraite. Ceci 
s'explique par la présence d'isoformes "tissus-spécifiques" des sous-unités VIa, VIIa et VIII 
(Ludwig et coll. 2001). Une telle dépendance de l'activité enzymatique en fonction du rapport 
ADP/ATP n'est pas observée chez les oxydases bactériennes (Ludwig et coll. 2001). 
D'autres molécules influent sur l'activité de la cytochrome c oxydase, par exemple la 
cardiolipine (ou diphosphatidyl glycérol). Lorsque cette molécule est oxydée une diminution de 
l'activité oxydase est observée, associée à l'augmentation de la production d'espèces réactives de 
l'oxygène (ROS) (Milatovic et coll. 2001). Il a été montré que le monoxyde d'azote (NO) régule 
le fonctionnement de l'oxydase par des mécanismes assez complexes (Brown & Cooper 1994; 
Cleeter et coll. 1994; Schweizer & Richter 1994) qui seront décrits plus loin (chapitre 2.4) 
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Figure  2.6 : Structure 3D de la cytochrome c oxydase mitochondriale (code PDB 2OCC, 
(Yoshikawa et coll. 1998)) A) les 13 sous-unités sont représentées selon le code suivant:
 I jaune, II rouge, III bleu, IV vert, V violet, VI rose, VII beige, VIII lavande, IX marron, X or, XI 
vert foncé, XII gris, XIII brun. 
Les atomes métalliques sont indiqués par des sphères de couleur le fer : or, le cuivre : vert, le 
magnésium : bleu et le zinc : rouge 
A) Structure complète,  B) Les sous-unités mitochondriales, C) Les sous-unités nucléaires 
 
Une mutation de l'oxydase peut modifier le fonctionnement de la chaîne respiratoire et 
provoquer des pathologies graves (Richter & Ludwig 2003). Par exemple, certaines myopathies 
sont dues à l'apparition d'un codon stop dans le gène codant pour la sous-unité I (Karadimas et 
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coll. 2000). De plus, l'ADN mitochondrial ayant un taux de mutation élevé, le risque de générer 
des protéines non fonctionnelles est fort. Néanmoins, la présence de plusieurs copies de l'ADN 
génomique par mitochondrie compense ce risque. Il y a un effet de seuil : pour qu'un mutation 
d'un gène affecte le phénotype, il faut qu'il ne reste plus de copie du gène non muté. Une 
mutation des SU codées par le génome nucléaire peut également perturber l'activité catalytique 
de l'oxydase (Richter & Ludwig 2003). 
2.2.3 Mécanisme fonctionnel. 
L’oxydase a une double fonction, la réduction du dioxygène en eau et le transfert de 
protons. La réduction de O2 nécessite 4 e- fournis par le cytochrome c et 4 H+ provenant de la 
matrice. La compréhension du mécanisme de fonctionnement de l’enzyme fait l’objet de 
nombreuses études, sur les oxydases mitochondriales et bactériennes. La fixation de ligands et le 
transfert interne d'électrons ont fait l'objet de mon travail de thèse. 
2.2.3.1  Transfert d’électrons. 
Le site actif ne peut fixer l’oxygène et le réduire en eau que s'il est réduit. De nombreuses 
études sont menées afin de déterminer le cheminement des électrons et leur vitesse de transfert 
d'un cofacteur à l'autre. Il est maintenant admis que le transfert d’électrons dans la cytochrome c 
oxydase a lieu depuis le cytochrome c vers le CuA, l’hème a et le site actif (hème a3 et CuB) 
(Michel 1998; Einarsdottir & Szundi 2004) comme indiqué sur le schéma 2.7.  
La figure 2.7 synthétise les différentes constantes de temps mesurées pour le transfert 
d'électrons entre les centres redox de la cytochrome c oxydase. La constante de temps déterminée 
pour le transfert entre le cytochrome c et le CuA est de 16 µs lors d'une mesure effectuée lorsque 
les protéines sont déjà liées (Szundi et coll. 2001). Les distances indiquées correspondent à 
l'éloignement entre les atomes métalliques (Page et coll. 2003) et à la distance entre les 
extrémités des noyaux pyroles des hèmes. Le transfert vers l'hème a s'effectue en 80 µs, en bon 
accord avec les estimations de Regan (Regan et coll. 1998). Le temps mesuré pour l'équilibration 
des électrons entre l'hème a3 et l'hème a est d'environ 3µs. L'établissement de l'équilibre entre 
l'hème a3 et le CuB doit être rapide, bien que non mesuré, puisque la distance Fea3-CuB est de 
~5 Å. Cette distance permet de calculer, une constante de temps k, qui, d'après la règle de Dutton 
(Page et coll. 2003), vaut k~1012 s-1.  
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Figure  2.7 : Schéma du cheminement des électrons dans la Cytochrome c oxydase depuis 
le cytochrome c vers le site actif (Hème a3 -CuB) via le CuA et l'hème a.*******************  
ND : non déterminé 
 
La mesure de ces temps de transfert a nécessité deux types de méthodes. Premièrement 
celles étudiant le transfert d'électrons dans le sens physiologique, basées sur l'injection 
d'électrons au niveau du CuA soit par mélange rapide (stopped flow), soit en induisant la 
production d'électrons, soit par radiolyse, soit par photoinduction. Ces méthodes permettent 
d'obtenir des informations sur le transfert des électrons du cyt c vers le CuA et du CuA vers 
l'hème a. Le second type de méthode étudie le transfert d'électrons dans le sens inverse par 
rapport au sens physiologique (depuis l'hème a3 vers CuA). Elle est basée sur la photodissociation 
du CO de l'espèce dite "mixed-valence" (MV). Dans cet état redox particulier, l'hème a et le CuA 
sont oxydés (Fea3+, CuA2+), et l'hème a3 et le CuB réduit, une molécule de CO étant fixée sur 
Fea3 (Fea32+-CO, CuB+). Un flash lumineux rompt la liaison entre le Fea3 et le CO, les électrons 
localisés sur le Fea3 sont alors libérés et redistribués vers l'hème a  puis vers le CuA.  
Les constantes de temps trouvées pour le transfert des électrons entre les hèmes sont très 
inférieures à celles calculées en utilisant la règle de Dutton (3 µs mesurée contre ~1,5 ns 
calculée). L'hypothèse d'une phase de transfert plus rapide, suscitant une polémique (Namslauer, 
2002; Verkhovsky, 2001), a été étudié durant mon travail de thèse.  
2.2.3.2 Cycle catalytique. 
Quand le centre binucléaire est réduit par deux électrons, l’oxygène peut se fixer et sa 
réduction libère deux molécules d’eau. L’accès de l’oxygène au site actif est facilité par sa 
grande solubilité dans la phase membranaire hydrophobe. Il semble qu’il existe, de plus, des 
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canaux dans les SU I et III (Riistama et coll. 1996). La réduction de l’oxygène est couplée au 
transfert de protons, mais la chronologie des différentes étapes de la réaction et de ce pompage 
reste controversée (Michel 1998; Wikstrom et coll. 1998; Einarsdottir & Szundi 2004). 
Néanmoins, la séquence catalytique suivante (Figure 2.8) semble être admise :  
 
Figure  2.8 : Schéma du cycle de réduction du dioxygène par la cytochrome c oxydase. Les 
formes intermédiaires sont nommées par les lettres en majuscules ; les cadres gris présentent 
une vue schématique du site actif avec le fer de l’hème, le CuB et la tyrosine 280 (Y244 pour la 
mitochondriale). L’intermédiaire O représente l’état oxydé, E un état partiellement réduit, R : 
l’état réduit du site actif, A : l’intermédiaire suivant la fixation du dioxygène, P : désigne 
historiquement l’intermédiaire « peroxy » (Proshlyakov et coll. 1998), F’ : état ferryl, PR 
« peroxy » réduit et F ferrique. (Provient de Richter 2003). 
 
Il a été montré récemment que l'état PM, initialement désigné comme un intermédiaire 
peroxy, correspond en fait au Fea3 sous la forme oxoferryl (O=Fe4+) (Proshlyakov, 1998, 2000). 
La liaison entre les atomes d'oxygène est donc rompue en moins de 200 µs et les deux oxygènes 
ont le degré d'oxydation de l'eau. Une des questions essentielles posées par ce mécanisme est la 
provenance des quatre électrons nécessaires à cette réaction. Deux e- proviennent de l'oxydation 
de Fe2+ en Fe4+, un du CuB (Cu+ ? Cu2+), mais l’origine du quatrième électron est moins 
évidente. Les structures 3D des oxydases de P. denitrificans et de mitochondrie montrent que 
l'une des histidines liées au CuB (H276 Pd) forme une liaison covalente avec une tyrosine (Y280 
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Pd). De plus, des études RPE ont montrées que cette tyrosine émettait alors un signal 
caractéristique d'un radical (Rich et coll. 2002). La tyrosine passerait d’une forme OH à une 
forme O• libérant ainsi un électron et un proton. L'électron ainsi libéré permettrait la réduction de 
l'oxygène en une étape, évitant ainsi la formation d'intermédiaires radicalaires toxiques 
(Proshlyakov 2004). En effet, lors la réduction du dioxygène en eau, des espèces radicalaires très 
toxiques telle que l'ion superoxyde (O2-), sont susceptibles d'être formées. Par ailleurs l'étude du 
mutant Tyr? His en cette position chez P. denitrificans (Pinakoulaki et coll. 2002) a montré 
l'importance de cette liaison dans le maintien de la distance entre les deux métaux. 
Les étapes suivantes entre PM et O nécessitent l'entrée de deux électrons pour réduire le 
radical tyrosine (F) et le fer ferryl de l'hème de haut spin. Trois protons semblent être transférés 
durant ces étapes mais la chronologie de ce pompage n'est pas clairement définie (Michel 1998; 
Wikstrom et coll. 1998). De plus des cycles réactionnels ramifiés ont été proposés par Wikstrom 
(Wikstrom 2000; Wikstrom & Verkhovsky 2002) et Einarsdottir (Einarsdottir & Szundi 2004). 
2.2.3.3  Transfert de protons. 
Lors de la réduction du dioxygène, huit protons sont prélevés du cytoplasme (ou de la 
matrice pour les mitochondries). La moitié sert à la formation d'H2O, les protons "chimiques", et 
les quatre autres, les protons "pompés", sont rejetés de l'autre côté de la membrane (Fig. 2.9). 
Deux canaux ont été identifiés, chacun dédié à un type de protons (Capaldi 1990; Thomas et coll. 
1993). La caractérisation des aa décrivant ces canaux, a fait l'objet de très nombreuses études. En 
particulier, l'aspartate 91 (D91) a été défini comme la porte d'entrée du canal des protons 
"pompés" et la lysine 242 appartient au canal des protons "chimiques". Cependant, cette 
hypothèse fait l'objet de controverses (Wikstrom & Verkhovsky 2002). Par contre, aucun canal 
de sortie des protons n'a, pour l'instant, été défini (Pfitzner et coll. 2000; Florens et coll. 2001). 
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Figure  2.9 : Schéma du cheminement des électrons couplé au transfert de protons à deux 
canaux, un pour les protons chimiques, l’autre pour les protons pompés.  
Provient de  (Wikstrom 2004). 
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2.3 Le Monoxyde d'azote (NO). 
2.3.1 Généralités. 
Le monoxyde d’azote (•NO) est une molécule dont les deux atomes sont liés par une 
liaison σ et une liaison π. L’atome d’oxygène possède par ailleurs deux autres paires d’électrons 
(e-) qui forment deux doublets électroniques. L’atome d’azote porte 5 e- sur sa couche 
périphérique. Deux sont impliqués dans la liaison avec l’oxygène, deux autres forment un 
doublet électronique et leur dernier est célibataire. Cet électron radicalaire confère au NO sa 
grande réactivité.  
Le monoxyde d’azote est connu depuis longtemps comme un intermédiaire des processus 
de dénitrification (Najjar & Allen 1954), notamment chez certaines bactéries (Zumft 1997) et 
comme un polluant provenant de la combustion des carburants fossiles et de la chimie du nylon, 
impliqué dans la contamination des eaux et l’effet de serre (Conrad 1996). Récemment, la 
contribution du NO dans de nombreux processus physiologiques chez l’homme tels que 
l’immunité, l’apoptose, la régulation de la respiration et de la vasodilatation a été montrée, 
révélant un rôle ubiquitaire jusqu'alors inconnu.  
2.3.2 Le NO chez les mammifères. 
L'utilisation du NO comme médicament est ancienne. En effet, durant de nombreuses 
années la nitroglycérine a été le médicament de choix pour le traitement des angines de poitrine 
et dans la prévention des crises cardiaques, mais sans que son mécanisme d’action ne soit connu. 
Ce n’est qu’en 1977 que l’équipe de F. Murad a montré que la nitroglycérine libérait du 
monoxyde d’azote ce qui provoquait le relâchement des muscles lisse entourant les coronaires 
cardiaques (Katsuki et coll. 1977). En 1990, la découverte de la production de NO in vivo par des 
enzymes humaines (les NO synthases) a ouvert la porte à de nombreuses perspectives médicales 
(Bredt & Snyder 1990). L'ensemble de ces découvertes a, d'ailleurs, value à Furchgott, Murad et 
Ignarro le prix Nobel de médecine en 1998.  
Dans la décennie qui a suivi la découverte de son implication dans la vasodilatation, de 
nombreux autres rôle du NO ont été mis en évidence : cytotoxicité (Hibbs et coll. 1987; Marletta 
et coll. 1988), neuromédiateur, et implication dans la régulation de la respiration, désignant le 
NO comme une molécule ubiquitaire. 
2.3.2.1 Production in vivo. 
Le NO est synthétisé dans les cellules par une NO-synthase (NOS). Cette hémoprotéine 
catalyse la transformation de la L-arginine en NO et L-citrulline. Cette réaction, présentée ci-
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dessous, nécessite deux molécules de dioxygène et quatre équivalents réducteurs fournis par 
deux molécules de NADPH. 
 
Il existe trois isoformes de cette enzyme. On distingue la NOS neuronale (nNOS), la 
NOS endothéliale (eNOS), toutes deux constitutives, et la NOS inductible (iNOS). Suite à la 
mise en évidence d’une activité NOS dans les mitochondries, l’existence d’une quatrième 
isoforme a été proposée. Cette hypothèse a été invalidée par la disparition de cette activité chez 
les souris dont le gène codant pour la nNOS avait été supprimé (Kanai et coll. 2004). 
Les trois isoformes ont une grande homologie de séquence et de structure (Raman et coll. 
1998). Chaque isoforme a une activité propre, en adéquation avec sa fonction. Par exemple la 
NOS inductible, impliquée dans les phénomènes cytotoxiques : apoptose et immunité innée, 
produit ponctuellement des grandes quantités de NO, suite à son activation (Marletta 1994). Par 
contre la NOS endothéliale, impliquée dans la vasodilatation, notamment des artères, produit de 
petites quantités de NO et son activité est régulée par la calmoduline, une protéine fixant le 
calcium (Vasquez-Vivar et coll. 2003) (Figure 2.10) 
2.3.2.2 Rôles physiologiques. 
La régulation de la pression artérielle passe par une vasodilatation induite par le NO. La 
eNOS est activée par différentes voies (voir figure 2.10), et le NO produit se fixe alors sur la 
guanylate cyclase. Cette hémoprotéine, possédant une grande affinité pour le NO (20 nM), alors 
activée, libère du cGMP, provoquant ainsi une cascade de réactions aboutissant au relâchement 
des muscles lisses entourant les artères (Moncada & Higgs 2001).  
Le rôle du monoxyde d'azote au niveau neuronal est plus celui d'un coordinateur neuronal 
que d’un simple neurotransmetteur (Moncada & Higgs 2001). Il serait impliqué dans les 
phénomènes d'apprentissage et de mémorisation, comme l'indique les expériences sur des souris 
dont le gène codant pour la nNOS a été supprimé (Susswein et coll. 2004). 
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Figure  2.10 : Schéma représentant la voie métabolique impliquant le NO et la guanylate 
cyclase, aboutissant à la vasodilatation des vaisseaux. 
Dans tous ces processus, le NO agit comme une molécule de transduction qui, larguée 
localement, suite à un signal agit sur des cibles discrètes. Sa facilité à traverser les membranes et 
sa courte durée de vie lié à sa grande réactivité sont des propriétés physico-chimiques clé du 
"succès" de cette molécule. 
La production de NO par l’iNOS joue un rôle important dans l’immunité innée (ou non 
spécifique), du fait de son effet cytotoxique-cytostatique. Le NO est ainsi impliqué dans 
l'apoptose et dans l'inactivation de certains organismes pathogènes (bactéries, protozoaires, …). 
Dans l'un et l'autre cas, le NO produit en grande quantité par la iNOS, agissant sur de 
nombreuses cibles, aboutit à la mort de la cellule. Les mécanismes impliqués dans cette action ne 
sont pas tous connus, mais certaines protéines cibles ont néanmoins été identifiées : le NO inhibe 
la cytochrome c oxydase, selon un mécanisme qui sera décrit plus loin, se fixe sur le complexe I 
de la chaîne respiratoire et sur le cytochrome c. Ces interactions inhibent la chaîne respiratoire et 
donc la production d'ATP, rendant la survie cellulaire impossible. Par ailleurs, du cytochrome c 
nitrosylé est relargué dans le cytosol (Schonhoff et coll. 2003) où il induit d'autres réactions 
aboutissant à la mort cellulaire par apoptose (Orrenius 2004). De plus, le NO possède, de part sa 
nature chimique, une grande affinité pour les fonctions thiols et hydroxyls des protéines. Ces 
modifications post traductionnelles participent au processus de mort cellulaire. 
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2.4 Cytochrome c oxydase et monoxyde d'azote. 
La fixation de NO sur la cytochrome c oxydase est étudiée depuis près de 50 ans (Wainio 
1955). Cependant les implications biologiques de cette interaction ne sont étudiées que depuis 
une dizaine d'années. En effet, avant la découverte de son importance physiologique, le NO était 
essentiellement considéré comme analogue non réactif du dioxygène, à l'instar du CO ou du CN, 
utile pour étudier le site actif des protéines impliquées dans la fixation (hémoglobine, 
myoglobine) ou dans la consommation de O2 (cytochrome oxydase). Le NO, de par son radical 
libre, donne un signal important en spectroscopie par résonance paramagnétique électronique 
(RPE). Cette technique, très sensible aux électrons non appariés, a permis l'étude de nombreuses 
hémoprotéines par la fixation de NO sur l'hème. Des informations étaient alors obtenues sur la 
nature électronique du site de fixation du ligand ainsi que son environnement. Par ailleurs, le NO 
est une molécule de choix pour sonder la dynamique ultrarapide des hémoprotéines du fait de sa 
grande affinité pour la molécule d'hème. En effet, la cinétique de recombinaison "géminée" (la 
molécule photodissociée se relie sur l'hème, ≠ recombinaison bimoléculaire : une molécule de 
ligand, autre que celle phtodissociée vient se fixer sur l'hème) du NO sur un hème, suite à sa 
photodissociation, avec un rendement quantique proche de 1, est très sensible à l'environnement 
de l'hème (Martin & Vos 1994).  
Depuis 1994, de nombreuses équipes se sont intéressées à l'effet du NO sur la 
consommation d'oxygène au niveau cellulaire et en particulier son effet sur la cytochrome c 
oxydase (Brown & Cooper 1994; Cleeter et coll. 1994; Schweizer & Richter 1994). Le NO s'est 
avéré inhiber efficacement et réversiblement la CcO, et réduire son affinité apparente pour l'O2. 
De plus le NO se lie et se dissocie rapidement de l'oxydase. Ces deux propriétés montrent le NO 
comme un régulateur potentiel de la respiration (Moncada & Erusalimsky 2002). 
2.4.1  Le NO inhibe la cytochrome c oxydase. 
Le NO se fixe sur la CcO réduite au niveau de l'hème a3, et, par conséquence, empêche la 
fixation de l'oxygène sur le site actif. Cette inhibition de la CcO dépend de la concentration d'O2. 
A une concentration d'O2 de 145 µM, soit la concentration dans les artères, la concentration 
d'inhibiteur (NO) diminuant l'activité de l'enzyme d'un facteur 2 (l'IC50 ou KI) est de 270 nM. A 
30 µM d'oxygène, soit la concentration mesurée au niveau des tissus, l'IC50 tombe à 60 nM 
(Brown & Cooper 1994). Pour les faibles concentrations d'oxygène (10 µM) l'IC50 calculé est de 
20 nM soit le Km de la guanylate cyclase, le senseur du NO au niveau des endothéliums. Les 
concentrations de NO mesurées in vivo entre 10 et 450 nM, sont donc dans la plage où la 
régulation de la cytochrome oxydase par le monoxyde d'azote est possible (Moncada & 
Erusalimsky 2002).  
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Des études sur la consommation d'oxygène par des cellules en culture ont montré un 
ralentissement de la respiration par induction de la production de NO. Une telle variation n'est 
pas observée lorsque les NOS sont génétiquement inactivées. La consommation d'oxygène de 
mutants était alors plus forte que celle observée au niveau d'organes entiers non modifiés, ce qui 
prouve que le NO est susceptible d'inhiber constitutivement la respiration. De plus, ces 
expériences étant réalisées à l'atmosphère ambiante, la concentration de O2 dans le milieu 
(200 µM) est plus élevée que celle des tissus, induisant une hyperoxie (Clementi et coll. 1999). 
Or, l'effet de cette hyperoxie n'est observé que sur les cellules NOS. Le NO inhiberait donc la 
respiration de manière constitutive au niveau cellulaire. Ces résultats in vivo permettent 
d'expliquer les variations de Km (concentration de substrat, ici O2, pour laquelle la vitesse 
d'apparition du produit est la moitié de la vitesse maximale, VM) de l'oxydase entre les études à 
partir de protéines purifiées et à partir de cellules ou d'organes. Le Km mesuré sur la protéine 
purifiée étant plus faible que celui mesuré in vivo dans des organes entiers du fait de la régulation 
permanente de la CcO par le NO.  
2.4.2 Réactions de NO avec l'oxydase. 
La liaison du NO sur l'oxydase réduite, décrite pour la première fois en 1955 (Wainio 
1955), est bien caractérisée :  
[a32+ CuB+] + NO ↔ [a32+ -NO CuB+]       (1) 
Le NO semble être un inhibiteur compétitif de l'oxygène. Les études sur les interactions 
de la cytochrome c oxydase réduite avec le NO ont permis de mesurer une constante de liaison 
bimoléculaire entre 0,4 et 1.108  M-1.s-1 à 20°C (Atherton et coll. 1963; Gibson & Greenwood 
1963). Néanmoins les affinités relatives de l'oxydase réduite pour ces deux molécules, NO et O2, 
ne permettent pas d'expliquer les constantes d'inhibition mesurées in vivo. Or il a été montré que 
le NO était également capable d'interagir avec l'oxydase oxydée (Cooper et coll. 1997). Cette 
liaison du NO avec la CcO dans un état redox autre que la forme réduite expliquerait les valeurs 
d'inhibition observées (Cooper 2002). Cette réaction participerait à la dégradation du NO en un 
composé non toxique : le nitrite. 
[a33+ CuB2+] + NO ? [a33+ CuB+NO+]? [a33+ CuB2+NO2-]    (2) 
En 1997, Cooper et collaborateurs, travaillant avec la forme dite pulsée de la CcO (ayant 
son site actif vide) ont montré qu'elle interagissait avec le NO par le CuB et non par l'hème a3 
(Cooper et coll. 1997). La protéine oxyde ensuite le NO en nitrite, qui reste fixé à l'enzyme 
jusqu'à ce que des électrons soient disponibles; le nitrite est alors relâché dans le milieu (Giuffrè 
et coll. 1996; Torres et coll. 2000). Le NO interagirait de la même manière avec les 
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intermédiaires réactionnels du cycle ayant le CuB oxydé avec une affinité inférieure à celle de la 
forme oxydée (Giuffrè et coll. 2000) (Fig. 2.11).  
De plus, des études RPE (Brudvig et coll. 1980) et infrarouge (Zhao et coll. 1994) ont 
montré que le NO, à très haute concentration, était susceptible de se lier à la fois au fer de l'hème 
a3 et au CuB sur l'oxydase réduite de cœur de bœuf. Si une telle fixation est possible à des 
concentrations plus faibles (<1 µM), cela pourrait avoir des implications physiologiques 
importantes. En effet, il serait envisageable que l'inhibition par le NO, de l'oxydase réduite passe 
également par sa fixation sur le CuB. Ce point, soumis à controverse (Stubauer et coll. 1998; 
Cooper 2002), a été étudié durant mon travail de thèse, sur l'oxydase aa3 de P. denitrificans (Vos 
et coll. 2001; Pilet et coll. 2004). 
 
Figure  2.11 : Liaisons de NO au niveau du site actif de la cytochrome c oxydase sur le fer 
a3 réduit ou interaction avec CuB si Fea3 oxydé. 
D'après Cooper 2002  
2.4.3 Implications physiologiques. 
L'activité NO oxydase de la cytochrome c oxydase permettrait de transformer le NO 
toxique en nitrite inoffensif. L'inhibition de l'activité O2 réductase permettrait de moduler la 
consommation d'oxygène localement. Cette propriété permettrait d'éviter une trop forte 
consommation à proximité des vaisseaux, de sorte que l'oxygène puisse diffuser plus 
profondément. De même, la variation de la concentration de NO et donc de l'affinité de la CcO 
pour l'oxygène, permettrait d'utiliser la cytochrome oxydase comme senseur d'oxygène  (Wilson 
et coll. 1994; Moncada & Erusalimsky 2002).  
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Par ailleurs, durant l’apoptose, de très grandes quantités de NO sont produites, inhibant la 
CcO comme décrit ci-dessus mais aussi en nitrosylant les fonctions hydroxyls et thiols de la 
protéine. Il en résulte une perte d’activité irréversible de l’oxydase. Il ne s’agit pas alors d’un 
processus de régulation mais de mort cellulaire. 
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3  Matériel et Méthodes. 
3.1 Microbiologie.  
3.1.1 Paracoccus denitrificans. 
La souche sauvage de P. denitrificans provient de la « Collection des Bactéries de 
l’Institut Pasteur » (CIP, n°71.11). La souche AOI (Hendler et coll. 1991; Drosou et coll. 2002) 
permet l'introduction des plasmides par conjugaison et est utilisée pour l'expression des oxydases 
dont la sous-unité I (SUI) a été mutée (tableau 3.1). Cette souche est déplétée pour les gènes 
ctaDI et ctaDII, codant pour deux isoformes de la sous unité I. Le gène ctaDI est remplacé le 
gène de résistance à la kanamycine, pour ctaDII une cassette transférant la résistance à la 
tétracycline a été introduit. De plus, le gène ccoN, codant pour la sous-unité I de l'oxydase cbb3, 
est remplacé par le gène de résistance à la gentamycine empêchant l'assemblage de l'enzyme. 
Tableau  3.1 : Les souches de P. denitrificans utilisées. 
 
La souche sauvage est cultivée dans un premier temps sur milieu succinate agar (voir ci-
dessous) à partir de stock conservé à -80°C dans du glycérol 15%. Une colonie est prélevée et 
suspendue dans 5mL de milieu liquide. Après 24 H à 33°C, cette préculture est transférée dans 
750 mL de milieu et placée à 28°C sous forte agitation. Après 30 H, les cultures sont 
centrifugées 10min à 8000G. Les cellules sont congelées dans l'azote liquide et conservées à 
-80°C. 
Pour les souches mutées, 2mL de milieu succinate sont ensemencés, à partir d'une culture 
sur boite,puis après 24 H à 32°C, les cultures sont transférées dans un erlen contenant 25 mL de 
milieu puis après 18H à 32°C dans 1,5 L de milieu. 25 µg/mL de gentamycine et 50 µg/mL de 
streptomycine sont ajoutés à chaque étape afin de maintenir les plasmides. Une fois la densité 
optique entre 2 et 3, les cultures sont centrifugées et les cellules sont congelées dans l'azote 
liquide et conservées à -80°C.  
 
 
 
SOUCHE GÉNOTYPE 
AO1  
souche de délétion 
∆ctaDI::Kmr , .∆ctaDII::Tetr ; ∆ccoN::Gmr , Rifr 
71.11 Type sauvage 
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Milieu succinate :  
Produits chimiques Formule Concentration finale 
Dihydrogénophosphate de potassium KH2PO4 50mM 
Chlorure d’ammonium NH4Cl 75 mM 
Sulfate de sodium Na2SO4 11.5 mM 
Acide citrique C6H8O7 1 mM 
Biotine C10H16N2O3S 4µM 
Chlorure de magnésium MgCl2 1.25 mM 
Stock de sel Cf ci-dessous 1mL/L 
Acide succinique C4H6O4 85 mM 
Le pH est ajusté à 6.2 avec de l’hydroxyde de potassium (KOH) 
Stock de sels :  
Produits Formule Concentration finale 
Chlorure de calcium (II)  CaCl2 100 mM 
Chlorure de fer (III)  FeCl3 90 mM 
Chlorure de manganèse (II)  MnCl2 50 mM 
Chlorure de zinc (II)  ZnCl2 25 mM 
Chlorure de Cobalt (II)  CoCl2 10 mM 
Chlorure de cuivre (II)  CuCl2 5 mM 
Acide borique  H3BO3 5 mM 
Molybdate de sodium  Na2MoO4 10 mM 
Les produits sont dissous dans du HCl 6 M puis filtrés.  
1,5% d'agar est ajouté pour la préparation des boites de Petri. 
3.1.2 Escherichia coli. 
Trois souches de E. coli ont été utilisées (Tableau 3.2). Les souches BL21 et TOP10 
(Studier et coll. 1990) ont été utilisées pour les étapes de transformation et d'amplification de 
plasmides, la souche MM294 (Hendler et coll. 1991; Drosou et coll. 2002) contient les gènes 
nécessaires à la conjugaison. Toutes les souches d'E. coli ont été cultivées dans du milieu LB à 
37°C sous agitation (~250 rpm). 
SOUCHE GÉNOTYPE 
TOP 10  F- mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZ∆M15 ∆lacX74 recA1 
deoR araD139 D-ara-lau)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 
nupG  
BL21 [(DE3)]² F- ompT hsdS(rB-mB-) dcm+ Tetr galλ(DE3).endA  
Hte [argU proL Camr] 
MM294  F+ endA1 hsdR17 (rK- mK+) glnV44 thi-1 relA1 rfbD1 spoT1 
Tableau  3.2: Les souches de E. coli et leurs génotypes. 
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Milieu LB : 1% tryptone 
0.5% extrait de levure 
1% NaCl 
Le pH est ajusté à 7 avec de l'hydroxyde de sodium (NaOH). 
Pour la préparation de boites de Petri, 1,5% d'agar a été ajouté. L'ampicilline a été 
utilisée à 100 µg/mL, la streptomycine à 50 µg/mL, la rifampicine à 60 µg/mL. 
3.1.3 Conjugaison. 
La conjugaison est un processus naturel des bactéries, leur permettant d'échanger du 
matériel génétique. Ce transfert se fait grâce à des pili dont la synthèse est permise par des 
facteurs de fertilité (F). 
Dans le cas présent, ni la souche réceptrice de P. denitrificans (AOI) ni celle de E. coli, 
(BL21 ou TOP10) contenant le plasmide codant pour la sous-unité I, ne portent les gènes 
nécessaires à la conjugaison. Une troisième souche dite "helper" : la souche MM294 contenant 
les gènes nécessaires à la formation du "pilus", permet de faire passer les plasmides de la souche 
BL21 ou TOP10 vers AOI. 
Expérimentalement, les trois souches, BL21 ou TOP10, MM294, AOI sont tout d'abord 
cultivées séparément, lavées afin d'éliminer les antibiotiques, avant d'être cocultivées 24H sur 
une milieu LB/agar sans antibiotique. Le tapis bactérien ainsi obtenu est ensuite réétalé sur un 
milieu sélectif contenant de la streptomycine, permettant de sélectionner les bactéries AOI 
contenant le plasmide, et de la rifampicine et de la gentamycine pour lesquels la souche AOI est 
résistante.  
3.2 Biologie moléculaire. 
Les protocoles exposés dans ce chapitre proviennent du laboratoire du Pr B. Ludwig, Francfort.  
3.2.1 Mutagenèse dirigée. 
Les vecteurs utilisés (pKD1 et pKD3) avaient été préalablement construits par K. Dürr du 
laboratoire de biologie moléculaire de l'Université de Francfort. Le vecteur pKD1 correspond au 
vecteur pSL1180 (Brosius 1989) dans lequel un fragment du gène ctaDII (1142 pb) codant pour 
la partie N-terminale de la sous-unité I de l'oxydase a été insérée. pKD3 contient le fragment du 
gène ctaDII entier (codant pour la SU I) plus une séquence codant pour six histidines (1795 pb). 
Ces plasmides contiennent le gène de résistance à l'ampicilline, l'origine de réplication M13 et un 
promoteur α-lacZ. (Voir figure 3.1) 
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Figure  3.1 : Schéma des plasmides pKD1 et pKD3. 
 
La mutagenèse a été effectuée grâce au kit Quik-change® (Stratagene®) basé sur le 
principe de la PCR, en utilisant des oligonucléotides modifiés. Le choix des amorces a été fait de 
sorte qu'un nouveau site de restriction soit créé (Tableau 3.3). Au moins quinze bases ont été 
ajoutées de part et d'autre de la mutation pour que les trois dernières paires de bases soient du 
type GC afin de stabiliser l'interaction oligonucléotide-matrice. Enfin, il a été vérifié que 
l'amorce ne se fixait que sur un seul site du vecteur.  
Mutant Site de restriction crée Séquence de l'amorce 5'?3' 
V279L SacI      cttcggccatcccgagctctatatcatcatcctgc
V279N  BspEI gttcttcggccatccggagaactatatcatcatcctgc
V279T BsaI     cttcggccatcccgagacctatatcatcatcctgc
Tableau  3.3 : Séquence des amorces et sites de restriction créés. Les bases mutées sont en 
gras et soulignées. 
L'opération de mutagenèse a été faite en trois étapes et nécessite la phosphorylation 
préalable des amorces :  
1) Phosphorylation des amorces:  
2 µL d'oligonucléotides (100pmol/µL), 
2 µL de tampon 10X 
2 µL ATP 10mM 
1 µL DE T4 Kinase Polynucléotide 10U/µL) (MBI) 
13 µL H2O 
Après 30' d'incubation à 37°C la kinase est inactivée par 10 minutes d'incubation à 70°C. 
2) l'amplification des brins mutés par des cycles thermiques  
PCR :  
200 ng d'ADN 
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10 µL de tampon 
2 µL d'amorces phosphorylées 
10 µL de dNTP (2mM) 
1 µL NAD (100mM) 
2 µL du mélange d'enzyme (Pfu-polymerase + ligase) 
qsp 100 µL H2O 
Programme PCR  
3 min à 95°C (1 cycle) 
1 min à 95°C (30 cycles) 
1 min à 55°C 
8 min à 65°C 
3) Elimination de l'ADN matrice 
La matrice parentale est ensuite éliminée par 2 heures d'incubation à 37°C avec l'enzyme 
DpnI (ajout de 1 µL) qui digère spécifiquement l'ADN parental méthylé non muté. 
3.2.2 Amplification et purification des plasmides. 
Transformation des plasmides. 
Les vecteurs pKD1 ou pKD3, contenant les mutations désirés, sont ensuite transformés 
par choc thermique dans des cellules BL21 qui sont alors étalées sur milieu LB/agar contenant 
100 mg.L-1 d'ampicilline. 
Purification des plasmides. 
Les colonies, obtenues après la transformation, sont mises en culture liquide de 2 mL en 
présence d'ampicilline. Après 18 heures de culture à 37°C sous agitation, les plasmides sont 
purifiés par le kit de miniprep de Qiagen®. Ce système de purification est basé sur une lyse 
alcaline suivi par la liaison de l'ADN à une résine échangeuse d'ions.  
La lyse alcaline est réalisée par la resuspension du culot bactérien par 300 µL d'un 
tampon Tris/HCl pH8 50 mM, EDTA 10 mM et RNAse A 100 µg/mL. Puis les cellules sont 
lysées par 300 µL de tampon NaOH 200 mM, SDS 1%. Après 5 minutes d'agitation modérée, la 
solution est neutralisée par 350 µL de tampon acétate pH5 3,3 M. La solution est alors placée sur 
glace afin d'accélérer la précipitation du SDS. L'ADN génomique et les protéines sont précipités 
par une centrifugation 10 minutes, 14 krpm, à 4°C. Le surnageant est déposé sur la colonne et 
lavé à deux reprises avec 750 µL de NaCl 1 M, MOPS pH7 50 mM et isopropanol 15%. Puis le 
plasmide est élué avec 50 µL de H2O à 65°C. 
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Restriction enzymatique. 
Les plasmides issus de cette purification sont ensuite digérés par des enzymes de 
restriction, afin de vérifier la présence de la mutation selon le protocole suivant :  
5 µL de plasmide,  
2 µL de tampon NEB adapté 
0.5 µL de chaque enzyme : XbaI + enzyme spécifique du mutant (tableau 3.3). 
12 µL H2O 
Après 1 à 2 heures d'incubation la réaction est arrêtée par l'ajout de 5 µL de tampon de 
charge : bleu de bromophénol, SDS, glycérol suivie d'une incubation de 5 minutes à 65°C. 
Sélection des clones positifs. 
Le profil de restriction d'un plasmide contenant la mutation est différent du vecteur 
contenant le gène non muté (cf figure 4.33 Résultats et Discussion).  
Les clones ayant le bon profil de digestion sont regroupés puis digérés selon le même 
protocole par BstXI et HindIII. Après migration sur gel le fragment d’intérêt est extrait et purifié 
correspondant au vecteur pSL1180 + la partie 3’ du gène ctaDII (cf Fig 4.34 Résultats et 
Discussion). Afin de reconstruire le gène entier, une ligation avec la partie 5’ du gène, provenant 
du plasmide pKD3 digéré par le même couple d'enzymes est effectuée.  
Ligation.  
Pour fusionner les deux fragments de ctaDII , une ligation est effectuée. Le plus grand 
des fragments ∆pKD1, qui porte l'origine de réplication et le gène de résistance à un antibiotique 
(Tableau 3.4), a été obtenu par digestion de pKD1 par HindIII et BstXI ; il est lié à ∆pKD3, 
provenant de la digestion de pKD3 par les mêmes enzymes. La réaction de ligation nécessite :  
40 -50 ng de ∆pKD1,  
une quantité équimolaire de ∆pKD3, 
1 µL de ligase T4, 
1 µL de tampon de ligation 10X 
H2O qsp 10 µL 
Après une heure à température ambiante, la réaction est arrêtée par 10 minutes 
d'incubation à 65°C. 
Par la suite une nouvelle ligation est effectuée afin d'entrer ctaDII dans un vecteur 
d’expression dans P. denitrificans. Le vecteur, obtenu par la précédente ligation et sélection, est 
digéré par HindII et XbaI puis lié au vecteur pUP39 préalablement digéré par le même couple 
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d'enzymes (Figure 4.34 C).  
Electrophorèse des acides nucléiques. 
Les fragments de plasmides, produits par la restriction, sont séparés par migration sur gel 
d'agarose 0,7% dans le tampon TAE (Tris/acétate pH 8,3 50 mM, EDTA 1 mM). Un agent 
intercalant de l'ADN, le bromure d'éthydium, fluorescent après une excitation à 253 nm, est 
ajouté directement dans le gel à la concentration finale de 0.33 µg/mL. Un courant de 100 V (80 
mA) est appliqué sur le gel pendant 60 minutes puis d'ADN est visualisé sous une lampe UV. 
Vecteur Caractéristiques  Description 
pKD1 Ampr, Promoteur lacZ, lac I, Ori E. Coli, Ori M13, 
∆ ctaDII  
pSL1180 +insert de 1042 pb partie 3' de 
ctaDII. 
pEP10 Ampr, Promoteur lacZ, lac I, Ori E. Coli, Ori M13, 
∆ ctaDII V279L 
pSL1180 +insert de 1042 pb partie 3' de 
ctaDII. Mutée V279L 
pEP11 Ampr, Promoteur lacZ, lac I, Ori E. Coli, Ori M13, 
∆ ctaDII V279N 
pSL1180 +insert de 1042 pb partie 3' de 
ctaDII. Mutée V279N 
pEP12 Ampr, Promoteur lacZ, lac I, Ori E. Coli, Ori M13, 
∆ ctaDII V279 
pSL1180 +insert de 1042 pb partie 3' de 
ctaDII. Mutée V279T 
pDK3 Ampr, Promoteur lacZ, lac I, Ori E. Coli, Ori M13, 
ctaDII + 6his 
pSL1180 +insert de 1790 pb : ctaDII + 6 his 
pEP WT1 Ampr, Promoteur lacZ, lac I, Ori E. Coli, Ori M13, 
ctaDII + 6his 
pSL1180 +insert de 1790 pb : ctaDII + 6 his 
pEP 13 Ampr, Promoteur lacZ, lac I, Ori E. Coli, Ori M13, 
ctaDII + 6his V279L 
Ampr, Promoteur lacZ, lac I, Ori E. Coli, Ori 
M13, ctaDII + 6his V279L 
pEP 14 Ampr, Promoteur lacZ, lac I, Ori E. Coli, Ori M13, 
ctaDII + 6his V279N 
Ampr, Promoteur lacZ, lac I, Ori E. Coli, Ori 
M13, ctaDII + 6his V279N 
pEP 15 Ampr, Promoteur lacZ, lac I, Ori E. Coli, Ori M13, 
ctaDII + 6his V279T 
Ampr, Promoteur lacZ, lac I, Ori E. Coli, Ori 
M13, ctaDII + 6his V279T 
pUP39 Smr, Cmr, Ori E. Coli, Ori P.denitrificans 
Promoteur ctaDII, Gène mob 
pBBR1MCS + Smr, Promoteur cta 
pEPWT2 Smr, Cmr, Ori E. Coli, Ori P.denitrificans 
Promoteur ctaDII, Gène mob, ctaDII +6His 
pBBR1MCS + Smr, Promoteur cta, ctaDII + 
6 his 
pEP16 Smr, Cmr, Ori E. Coli, Ori P.denitrificans, 
Promoteur ctaDII, Gène mob, ctaDII +6His V279L 
pBBR1MCS + Smr, Promoteur cta, ctaDII + 
6 his V279L 
pEP17 Smr, Cmr, Ori E. Coli, Ori P.denitrificans, 
Promoteur ctaDII, Gène mob, ctaDII +6His V279N 
pBBR1MCS + Smr, Promoteur cta, ctaDII + 
6 his V279N 
pEP18 Smr, Cmr, Ori E. Coli, Ori P.denitrificans, 
Promoteur ctaDII, Gène mob, ctaDII +6His V279T 
pBBR1MCS + Smr, Promoteur cta, ctaDII + 
6 his V279T 
Tableau  3.4: Liste des vecteurs utilisés lors de la mutagenèse et leurs caractéristiques. 
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3.3 Biochimie. 
3.3.1 Gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes (SDS-
PAGE). 
Après chaque purification, un gel de polyacrylamide en présence de SDS (Laemmli 1970) 
a été fait à l'aide du système mini-ProteanII® de Biorad®, suivant le protocole suivant :  
Gel séparatif 
 
Volume 
10%               15%
Gel Stacking Volume 
Acrylamide,bisacryl 30% (37.5:1) 3,3 mL 5 mL Acrylamide,bisacryl 30% (37.5:1) 0,67 mL 
Tris/HCl pH 8.8 1M 3,6 mL Tris/HCl pH 6.8 0,5M 1,25 mL 
SDS 10% 100 µL SDS 10% 50 µL 
APS 100 µL APS 50 µL 
TEMED 8 µL TEMED 5 µL 
H2O 2,9 mL 1,2 mL H2O 3 mL 
Les échantillons sont placés à 65°C pendant 5 minutes en présence du tampon de 
Laemmli (contenant notamment du SDS, du β-mercaptoéthanol, du glycérol et du bleu de 
bromophénol). Pendant cette étape, les structures secondaires des protéines sont détruites et les 
ponts disulfure réduits. Le SDS, en se fixant sur les protéines, leur confère une charge négative et 
leur migration, dans les mailles formées par le polyacrylamide, ne dépend plus que de leur taille 
ou de leur poids moléculaire. Le gel est ensuite coloré au bleu de Coomassie qui se fixe sur le 
SDS. 
3.3.2 Coloration des hèmes c. 
Afin de révéler la présence d'hème de type c, du TMBZ (3,3',5,5'-tétramethylbenzidine) 
est ajouté sur le gel. La coloration des hèmes provient de l'activité peroxydasique des hèmes qui, 
en oxydant le TMBZ fixé, lui font prendre une teinte turquoise (Thomas et coll. 1976). 
Le gel est incubé une heure dans une solution contenant 30% TMBZ 6,3 mM dans du 
méthanol, et 70% d'acétate de sodium 0,25 M pH. La révélation est faite par ajout de peroxyde 
d'hydrogène à une concentration finale de 30 mM. Toutes ces étapes doivent être réalisé à 
l'obscurité afin d'éviter la photooxydation de TMBZ. 
3.3.3 Test NADI. 
Afin de vérifier si les clones obtenus expriment une oxydase active, un test biochimique 
est réalisé: le test NADI (Jones & Poole 1985), qui est basé sur la réaction suivante : 
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Le naphtol, le N,N-dimethyl-p-phénylène diamine (DMPD) et un tampon phosphate pH8 
sont ajoutés directement sur une boite de Pétri ; si une colonie prend rapidement une couleur 
bleue, le clone a une activité oxydase. 
3.3.4 Dosage des protéines.  
Afin de déterminer la concentration de protéines, le test BCA, mise au point par Pierce®, 
est utilisé. Il est basé sur le principe du dosage de Folin : l'affinité des ions cuivriques pour les 
liaisons peptidiques en milieu basique suivant la réaction suivante :  
Protéine + Cu+2   Cu+1  
L'ion cuivreux formé réagit alors avec l'acide bicinchoninique (BCA) pour former un 
chélat de couleur violette :  
 
 
 
 
 
 
 
 
Le test est réalisé sur une plaque 96 puits où une solution d'albumine sérique bovine 
(BSA) sert de référence:  
Puits (µL) A, B et C 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
BSA 1 g/L  0 0 0 3 10 30 0 0 0 0 0 0 
BSA 0.1 g/L 0 3 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Echantillon dilué 1/10 0 0 0 0 0 0 1 3 10 0 0 0 
Echantillon dilué 1/20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 3 10 
H2O 30 27 20 27 20 0 29 27 20 29 27 20 
NaOH 0.3 M 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 
Le test est révélé par ajout de 200 µL par puits du mélange BCA. L'intensité de la 
coloration violette est lue sur un lecteur de plaques Biorad® à 570 nm.  
DMPD        Naphtol 
N
OH
O
N
OH
O
N
OH
O
N
OH
O
Cu+
Cu+1 + 2 BCA 
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3.3.5 Purification de l'oxydase aa3 de Paracoccus denitrificans. 
La purification à partir de cellules bactériennes se fait en trois étapes (Ludwig, 1987): 
- Isolement des membranes, 
- Solubilisation des protéines membranaires, 
- Séparation des protéines par chromatographie. 
3.3.5.1 Isolement des membranes. 
L'isolement des membranes est fait dans des conditions non dénaturantes : toutes les 
opérations se font sur glace, les solutions sont tamponnées et un inhibiteur de sérine protéases, le 
Pefabloc®, est ajouté afin de limiter la dégradation de l'oxydase. 
Dans une première étape, les bactéries sont concentrées par centrifugation. Les culots 
sont suspendus à 100 g/L dans un milieu hypertonique (saccharose 500 mM, Tris/HCl pH 8 
50 mM, EDTA 10 mM) et homogénéisées à l'aide d'un potter. La paroi bactérienne est alors 
dégradée sous l'action du lysozyme (250 mg/mL), coupant des polysaccharides, pendant 2 H à 
température ambiante (TA) ou 18H à 4°C. Une centrifugation de 15 minutes à 20000 g permet de 
recueillir les sphéroplastes.  
Les sphéroplastes sont resuspendus dans un milieu hypotonique (KPi pH 7,5 10 mM, 
EDTA 2mM). La différence de pression osmotique provoque la rupture de la membrane 
plasmique, ce qui se traduit par une augmentation importante de la viscosité due à la libération 
des acides nucléiques. Afin d'obtenir un rendement élevé pour la lyse, les culots sont passés au 
potter fin à 4 reprises et une digestion 2 heures à 4°C par DNase I et RNase A est réalisée. Après 
centrifugation (30 min, 30 krpm), les membranes sont lavées dans le tampon 1 (NaCl 130 mM, 
Tris/HCl pH 8 50 mM, EDTA 3 mM), et utilisées pour la suite de la purification. 
3.3.5.2 Solubilisation. 
Les membranes sont alors repris dans le tampon 1 à la concentration finale de 10 g de 
protéines par litre. Une fois la concentration en protéine ajustée, le n-dodecyl-β-D-maltoside (β-
DM); est ajouté sur glace, goutte à goutte à partir d'une solution stock à 10% (100 mg/mL) 
jusqu'à la concentration finale de 1% (10 mg/mL). Après 30 minutes d'agitation sur glace, les 
protéines solubilisées sont séparées par centrifugation à 50000 g pendant 30 minutes.  
3.3.5.3 Chromatographie échangeuse d'ions de l'oxydase aa3. 
Toutes les étapes de chromatographie sont effectuées sur un système FPLC Acta 
(Pharmacia Biosciences) qui mesure en continu le pH, la conductivité et l'absorbance à trois 
longueurs d'onde (280, 552 et 605 nm). L'absorption à 280 nm est caractéristique des acides 
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aminés aromatiques et permet de suivre la quantité de protéines en sortie de colonne. Les 
absorptions à 552nm et 605 nm correspondent aux maxima d'absorption dans le visible des 
cytochromes c, et de la cytochrome c oxydase aa3, respectivement. 
La chromatographie est effectuée grâce à deux résines échangeuse d'anions : tout d'abord 
DEAE Sépharose CL-6B, puis Source 30Q. Avant utilisation, les colonnes sont lavées par 1 
volume de NaCl 1 M et 2 volumes de Tris/HCl pH 8 0,6 M, puis équilibrées avec 3 volumes de 
tampon 1 et 1 volume de tampon 1 contenant 0,03 % de β-DM. 
Après filtration sous vide sur un Stericup®, le surnageant, de couleur rouge, est déposé 
sur la colonne contenant 350 mL de DEAE Sépharose CL-6B. La colonne est alors lavée par 3 
volumes de tampon 1 +  β-DM 0,03 %, afin d'éliminer les protéines n'ayant pas d'affinité pour la 
résine. Ensuite les protéines sont éluées par un gradient de NaCl. Deux types de gradients ont été 
utilisés : 130-340 mM en 3 volumes de colonne et 200-340 mM en 3 volumes de colonne suivi 
par un lavage à 340 mM de NaCl permettant l'élution des protéines résiduelles. Après sélection 
par la mesure du spectre de différence réduit moins oxydé, les fractions, de 5°mL, contenant 
l'oxydase sont concentrées à l'aide d'un microconcentrateur Vivaspin® 50k, lavées avec du 
tampon 1 +  β-DM avant de ramener la concentration en NaCl à 130 mM. 
Ces fractions sont alors regroupées et déposées sur 40 mL de résine Source 30Q. Comme 
précédemment, l'élution commence par un lavage avec du tampon 1 +  β-DM 0,03% et est suivie 
par un gradient de NaCl cette fois-ci sur 10 volumes de colonne. Enfin, les protéines résiduelles 
sont éluées par un lavage à 340 mM NaCl. De la même manière les fractions les plus pures sont 
sélectionnées par leur spectres et concentrées avant d'être congelées à ~40 µM par aliquots de 
100 µL.  
3.3.6 Purification de la cytochrome c oxydase de cœur de bœuf. 
La purification s'effectue en deux étapes principales : tout d'abord l'isolement des 
mitochondries à partir de l'organe frais ; la fraîcheur du cœur est primordiale pour la qualité des 
mitochondries et de l'oxydase obtenue. Puis, dans un deuxième temps, par la purification de 
l'oxydase proprement dit à partir des mitochondries isolées.  
3.3.6.1 Isolement des mitochondries. 
Les cœurs sont obtenus auprès de l'abattoir de l'INRA (Theix/Clermont-Ferrand). Tout de 
suite après le prélèvement sur l'animal, le cœur est transporté sur glace dans un tampon approprié 
(saccharose 0.3 M, Mops pH 7.4 5 mM, KH2PO4 5 mM, BSA 0.1% m/m en présence 
d'antiprotéase : le PMSF à 1 mM). Le péricarde et le tissu adipeux sont enlevés, puis le tissu est 
découpé et haché grâce à un hachoir électrique et resuspendu dans le tampon saccharose 0.3 M, 
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Mops pH7.4 5 mM, KH2PO4 5 mM, BSA 0.1%, CaCl2 1 mM, plus un cocktail d'anti-protéases 
(PMSF 1 mM, Leupeptine et Pepstatin A à 0,5 µg.mL-1). Les cellules sont ensuite séparées les 
unes des autres par action de la collagénase (à 70 mg.L-1) qui lyse la matrice extracellulaire. La 
réaction est arrêtée par ajout d'EGTA qui chélate le calcium indispensable à l'activité de la 
collagénase. 
L'étape suivante consiste en la destruction douce des cellules cardiaques afin d'obtenir les 
mitochondries entières. Cette opération est réalisée en passant une suspension diluée de cellules 
dans un Potter Elvehjem (le piston en téflon et le mortier en verre). Une première centrifugation 
à 1500 g pendant 10 minutes permet d'éliminer les cellules non lysées et les débris tissulaires. Le 
surnageant est à nouveau centrifugé soit 10 minutes à 10 000 g soit 40 minutes à 3000 g. Le 
culot, majoritairement composé de mitochondries entières et de membranes mitochondriales, est 
congelé dans l'azote liquide puis stocké à -80°C. 
3.3.6.2 Purification de la cytochrome c oxydase. 
En 1941, Yakushiji et Okunuki (Yakushiji 1941) ont, pour la première fois, isolé la CcO 
à partir de cœur bovin. Depuis lors, de nombreuses équipes ont contribué à l'amélioration de la 
technique. La méthode qui a été choisie ici a été développé par Van Buuren du groupe 
d'Amsterdam dans la fin les années 70 (Van Buuren 251) et décrite par Rickwood et al. en 1987. 
La purification de la cytochrome c oxydase y est basée sur deux facteurs : la différence de 
solubilité entre les protéines membranaires d'une part et d'autre part la précipitation sélective au 
sulfate d'ammonium. Des spectres d'absorption sont pris entre 350 et 700 nm afin de suivre la 
qualité de la purification.  
La cytochrome c oxydase se situe dans la membrane interne des mitochondries dont la 
composition en lipide est différente de celle de la membrane externe. L'étape de précipitation 
sélective utilise cette observation. Après avoir ajusté la concentration en protéine totale à 
23°g/mL (déterminée par un test BCA), du déoxycholate (acide 3α,12α-dihydroxy-5β-
cholanique) est ajouté à 0.8 % de concentration finale. Après centrifugation, un surnageant rouge 
est séparé d'un culot marron vert contenant l'oxydase. L'ajout de chlorure de potassium (KCl) 
permet de mieux séparer le culot du surnageant. Durant cette étape, aussi appelé "red/green 
split", un grand nombre de protéines de la membrane externe sont solubilisées ainsi que celles 
faiblement ancrées dans la membrane interne. De plus la membrane externe devient perméable ; 
par conséquent les protéines intermembranaires, dont le cytochrome c, se retrouvent également 
dans le surnageant.  
La cytochrome c oxydase est ensuite solubilisée par 3% de cholate (acide 3α,7α,13α-
dihydroxy-5β-cholanique), puis les membranes restantes et certaines protéines sont précipitées 
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par 25% d'une solution saturante de sulfate d'ammonium. Après centrifugation, le surnageant 
vert est récupéré. La suite de la purification est basée sur la différence de concentration de sulfate 
d'ammonium à laquelle précipite le cytochrome b (28%), l'oxydase (<40%) et le cytochrome c1 
(>45%). Afin d'augmenter la pureté de l'échantillon, 2 à 3 cycles 35% de saturation, 
centrifugation; 45% de saturation, centrifugation, sont effectués. 
Pour changer de détergent, le dernier culot est repris dans un tampon Tris/HCl pH 7,6 
50 mM, β-DM 0.1% puis dialysé contre ce même tampon. En effet, le cholate inhibe la CcO en 
se fixant sur un site de l'ATP alors que le β-DM ne modifie pas l'activité de l'enzyme (Shoji et 
coll. 2000). Après dialyse l'oxydase est aliquotée soit à 30 µM soit à 150 µM en fractions de 100 
µL. La concentration est déterminée grâce au coefficient d'absorption molaire (∆ε605=23400 M-
1.cm-1) du spectre de différence réduit moins oxydé. 
3.3.7 Préparation des échantillons : oxydases et ligands gazeux. 
Les échantillons sont décongelés et sont ensuite placés dans une cuve en quartz (QS) 
Hellma® (117.007 QS) de chemin optique de 1mm préalablement rincée à 6 reprises avec de 
l'eau, de l'éthanol 70%, de l'eau milliQ et de l'éthanol 100% avant d'être séchée puis une nouvelle 
fois rincée avec le tampon. La concentration est, si besoin, ajustée par ajout de tampon. La cuve 
est alors fermée de manière étanche à l'aide d'un bouchon en caoutchouc. Afin d'éliminer 
l'oxygène, l'échantillon est dégazé dans une ligne de vide par une dizaine de cycles, 3 minutes de 
vide, 1 minute sous 1 atm d'argon. Tous les réactifs ajoutés par la suite à l'échantillon sont 
dégazés préalablement.  
Dans le cas des expériences CcO NO, l'échantillon est réduit par l'ajout d'ascorbate à la 
concentration finale de 10 mM à partir d'une solution mère 0,5 M (~80 mg/mL) dégazé. Afin 
d'accélérer la réaction, deux médiateurs ont été utilisés, le paraphenylène diamine (pPD) à 5 mM 
(Brudvig et coll. 1980) et le ruthénium hexamine (Ru(NH3)6) à 200 µM (Giuffrè et coll. 1999). 
Ce catalyseur est très efficace et ne dénature pas l'oxydase. Il est également possible de réduire 
l'oxydase à l'aide d'hydrosulfite de sodium (voir plus tard) mais son interaction avec le NO 
(Brudvig et coll. 1980) ne permet pas son utilisation avec le NO, surtout à faible concentration.  
Pour la CcO de P. denitrificans lors des expériences femtosecondes, la concentration est 
de 45 µM et le volume de 100 µL, il y a donc dans la cuve 4,5 nanomoles de CcO. Le NO est 
ajouté sous forme gazeuse pour ne pas modifier la concentration en protéine. A la température du 
laboratoire 1 mole de gaz occupe 22,4 L donc 4,5 nmoles occupent 100 nL. Comme il n'est pas 
possible d'ajouter d'aussi petit volume avec précision, 10 µL de NO 1% sont injectés dans la 
phase gazeuse de la cuve ; 10 µL correspondent alors à une quantité stœchiométrique. Pour le 
ratio 130:1, la phase gazeuse de la cuve est remplie avec du NO 1%.  
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Pour les interactions CcO –CO, le CO est ajouté directement depuis la ligne de gaz, un 
grand excès de CO est ainsi ajouté. Lors de la préparation de l'oxydase de cœur de bœuf dans 
l'état de valence mixte (MV), l'échantillon est décongelé et dégazé comme décrit au dessus avant 
d'être saturé par du CO 100%. Pour former l'échantillon réduit (FR) soit de l'hydrosulfite de 
sodium (Na2S2O4) 20 mM soit de l'ascorbate (20 mM) et du ruthénium hexamine (10 µM) sont 
ajoutés. Dès que l'échantillon est réduit, le CO est ajouté comme pour MV. Lors des expériences 
où la bande Soret (400-500 nm) est sondée, la concentration de l'échantillon était de 45 µM, et de 
150 µM lors des mesures sur la bande α (500-620 nm). 
Pour les expériences à temps longs avec une résolution nanoseconde, l'échantillon 
d'oxydase aa3 de P. denitrificans, est placé dans le même type de cuve et préparé comme 
précédemment. La concentration étant de 15 µM et le volume de 150 µL, pour obtenir une 
stoechiométrie de 1 NO par oxydase, il a fallu ajouter 5 µL de NO 1% gazeux.  
Lors des expériences RPE, les échantillons sont préparés selon le même protocole puis 
200 µL à 45 µM sont injectés anaérobiquement dans des tubes RPE de 2mm de diamètre scellés 
et préalablement dégazés et remplis d'argon. Le NO est ajouté à l'aide d'une seringue (20°µL de 
NO 1% pour un ratio de 1:1) et un spectre de contrôle est pris avant congélation. Pour mesurer le 
spectre dans la cuve, une sphère intégrante avait été mise en place sur le spectrophotomètre de 
type Kontron Uvitron 922.  
3.4 Spectroscopie. 
3.4.1 Spectroscopie à l'équilibre. 
L'état d'oxydoréduction et de ligation des hèmes des oxydases est suivi par spectroscopie 
d'absorption UV/vis à l'équilibre. Les spectres sont pris entre 250 et 700 nm sur un 
spectrophotomètre Shimazu 1601PC par pas de 1 nm avec une vitesse de balayage de 100 nm 
par minute.  
La différence entre le spectre réduit et le spectre oxydé est mesurée. L'oxydase oxydée est 
obtenue en ajoutant une très faible quantité de ferricyanure (KFe(CN)6) et la réduite par ajout 
d'hydrosulfite. Une cuve contenant l'échantillon oxydé est placée dans le faisceau de référence et 
l'échantillon réduit dans le faisceau de mesure. Le spectre obtenu est le spectre de différence. La 
concentration est estimée en utilisant le coefficient d'absorption molaire à 605 nm ∆ε605=24.3 
mM-1.cm-1 pour l'oxydase mitochondriale et 23.4 mM-1.cm-1 pour celle de P. denitrificans 
(Nicholls 2001). 
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3.4.2 Spectroscopie femtoseconde. 
3.4.2.1 Principe de fonctionnement. 
La technique est basée sur la rupture de la liaison entre le fer d'une hémoprotéine et son 
ligand (CO, O2, NO mais pas CN) induite par l'absorption d'un photon (Martin et coll. 1983; 
Martin & Vos 1994). Ce phénomène, considéré comme non physiologique, permet de 
synchroniser la dissociation d'une population de protéines et donc de suivre la dynamique du 
système.  
La variation de l'état de ligation et/ou d'oxydoréduction induit des changements dans le 
spectre d'absorption des hèmes. Ces modifications sont suivies à l'aide d'autres impulsions de 
faible puissance. Ces impulsions sont appelées impulsions sonde par opposition aux impulsions 
dites pompe qui rompent la liaison. Cette technique est ainsi appelée spectroscopie pompe-sonde 
(figure 3.2).  
En faisant varier le délai entre la pompe et la sonde, il est possible de tracer la cinétique 
du changement d'état d'oxydoréduction et/ou de ligation. Dans les techniques ultrarapides, ce 
délai est réalisé en faisant varier la différence de chemin optique parcouru par la pompe et par la 
sonde.  
3.4.2.2  Description de l'expérience d'absorption femtoseconde. 
Le montage expérimental qui a servi aux expériences peut être séparé en quatre parties°:  
1. création et amplification de l'impulsion. 
La source lumineuse est un laser à colorant qui émet des impulsions de 50 fs centrées à 
620 nm à un taux de répétition de 100 MHz, avec une énergie par impulsion de 0,1 nJ. Une 
fraction des ces impulsions est amplifiée par un laser Nd:YAG doublé (Néodymium : Yttium-
Aluminium-Garnet) (émettant à 532 nm un faisceau de 340 mJ par impulsion de 7 ns à 30 Hz) au 
niveau d'une chaîne de quatre amplificateurs à colorants. L'inversion de population est induite 
par le passage de l'impulsion amplificatrice, et l'émission stimulée est synchronisée par le 
passage de l'impulsion femtoseconde. Après cette étape une impulsion de 50 fs est obtenue avec 
une énergie de 0.5°mJ à 620 nm avec un taux de répétition de 30 Hz. Le faisceau est alors divisé 
en deux. Une partie va servir à créer l'impulsion de pompe et l'autre l'impulsion sonde.  
2.  Amplification du faisceau pompe. 
La longueur d'onde de l'impulsion pompe est modifiée de sorte qu'elle puisse exciter 
spécifiquement l'échantillon. Cette modification s'effectue en deux étapes. Tout d'abord le 
faisceau est rendu polychromatique par la création d'un continuum dans une cuve d'eau. Puis il 
52 
est réamplifié dans une région spectrale déterminé par le choix du colorant, qui est excité à 532 
nm par le YAG. Dans le cas de l'oxydase, le maximum de l'impulsion sonde est choisi à 595 nm, 
cette longueur d'onde est la plus favorable pour exciter préférentiellement les hèmes de type a 
liés (figure 4.1). Le faisceau pompe est ensuite envoyé sur un miroir "coin cube " monté sur un 
moteur pas à pas. Cette partie du montage est appelée ligne de retard car c'est ici que le délai 
entre la pompe et la sonde est généré. 
3. Création de la sonde.  
Parallèlement, un second continuum est créé par la focalisation du faisceau dans une cuve 
d'eau. Ce faisceau de faible énergie est utilisé comme sonde.  
4. Analyse de l'échantillon. 
Les faisceaux pompe et sonde sont alors focalisés et superposés dans l'échantillon sur une 
surface d'environ 104 µm². Le faisceau sonde transmis par l'échantillon, passe par un 
polychromateur et son spectre est enregistré par une camera CCD. Le fichier obtenu est une 
matrice donnant le changement d'absorption en fonction de la longueur d'onde et du délai pompe 
sonde. Dans les conditions utilisées; l'énergie de pompe est adaptée à l'excitation de ~20% des 
molécules présentes dans le volume illuminé (Vos & Martin 1999).  
Les échantillons à analyser (cf § 3.3.7) sont placés sur un porte-cuve mobile. Ce 
déplacement évite que deux impulsions successives ne viennent exciter la même zone de 
l'échantillon. Des spectres à l'équilibre sont pris avant et après chaque expérience. 
  
Figure  3.2 : Schéma de l'expérience femtoseconde. 
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5. Analyse des résultats. 
Deux types de procédures ont été utilisés : 
Soit les cinétiques sont analysées à quelques longueurs d'onde et dans ce cas, les 
cinétiques sont ajustées sous Origin®. Soit, si la variation du spectre en fonction du temps donne 
des informations plus pertinentes alors une analyse globale est utilisée et les spectres associés 
aux déclins exponentiels sont déterminés. 
3.4.3 Spectroscopie d'absorption nanoseconde. 
Il s'agit également d'une technique pompe sonde, mais ici la sonde est quasi 
monochromatique et le délai est réglé électroniquement. La résolution temporelle est déterminée 
par la durée des impulsions (5 ns) et la fenêtre temporelle s'étend au delà de la seconde. 
L'échantillon est ici aussi excité à 595 nm. Les expériences ont été effectuées au laboratoire de 
physiologie membranaire et moléculaire du chloroplaste CNRS UPR 1261 dépendant de l'institut 
de biologie et de physico-chimie (IBPC, FRC 550, CNRS) à Paris en collaboration avec le Dr 
Fabrice Rappaport. Ici tout l'échantillon est excité à chaque impulsion et le taux de répétition 
était de 0,2 Hz. Les spectres de transition et les cinétiques sont construits point par point. Des 
spectres à l'équilibre sont mesurés avant et après les expériences sur un spectrophotomètre à 
barrettes Hewlet Packard. 
3.4.4 La résonance paramagnétique électronique (RPE). 
La RPE est une spectroscopie d'absorption micro-onde qui permet l'étude des espèces 
paramagnétiques caractérisées par la présence d'électrons célibataires. Dans les systèmes 
biologiques, les radicaux libres (monoxyde d'azote, peroxyde) et les ions des métaux de 
transition donnent un signal RPE. Le remplissage incomplet des couches électroniques 
périphérique du fer, du cuivre, du manganèse, du molybdène et du cobalt, pour ne citer que les 
plus fréquents dans les protéines, permet leur observation par spectroscopie RPE. 
Le principe de la RPE.  
Selon les lois de la mécanique quantique, pour un électron (S=1/2), les deux niveaux 
d'énergie sont dégénérés. En présence d'un champ magnétique ces deux états ne sont plus de 
même énergie :  
  E = +/- ½ g β B 
Où E est l'énergie de Zeeman, g le facteur caractéristique du système étudié, β le 
magnéton de Bohr électronique et B le champ magnétique. Un photon de radiation micro-onde 
peut induire une transition entre ces deux états. La condition de résonance n'est réalisée que 
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lorsque l'écart d'énergie entre ces deux niveaux équivaut exactement l'énergie des photons de la 
radiation électromagnétique :  
  ∆E = hν = gβB  
Avec h la constante de Planck et ν la fréquence de la radiation électromagnétique. 
Une source de micro-onde produit une radiation dont la fréquence est fixée par le 
spectrophotomètre (dans notre cas 9 GHz, bande X) et les conditions de résonance sont 
déterminées en faisant varier le champ magnétique. L'absorption de l'onde en fonction du champ 
B est mesurée puis sa dérivée est calculée. Cela permet d'améliorer la sensibilité. Les absorptions 
sont identifiées par le rapport g= hν/βB 
Le facteur g est caractéristique de la molécule dans laquelle sont localisés les électrons 
célibataires. Il dépend de la nature du centre paramagnétique et de l'environnement moléculaire 
de l'électron. Pour les radicaux, de spin ½ le facteur g est proche de 2. 
Les expériences RPE ont été réalisées au laboratoire de Bioénergétique et d'ingénierie des 
Protéines (BIP, UPR9036 – CNRS) à Marseille en collaboration avec le Dr Wolfgang Nitschke. 
Les spectres ont été enregistrés à 15 et 50 K sur un spectromètre Bruker® ESP 300E. 
3.5 Modélisation. 
Les modélisations moléculaires ont été effectuées en utilisant la version 27 de CHARMM 
(Chemistry at HARvard Molecular Mechanics) (Brooks et coll. 1983) sur une station de travail 
avec l'assistance de Jean-Christophe Lambry. Des minimisations d'énergie ont été effectuées sur 
la cytochrome c oxydase de Paracoccus denitrificans après ajout de ligands et, pour les mutants, 
après des changements d'acides aminés.  
Les coordonnées de la protéine proviennent du fichier pdb 1AR1 (Ostermeier et al., 
1997), seuls ont été pris en compte les 531 résidus de la sous unité I (SU I), les 256 de la SU II, 
les cofacteurs (2 hèmes et métaux) ainsi que 44 molécules d'eau présentes dans la structure. 
L'environnement de la protéine a été simulé par 14 molécules de phosphatidylcholine et 1161 
autres molécules d'eau.  
Des simulations préalables avaient pris en compte les modifications associées à la 
réduction de l'enzyme (Fe2+, Cu+) (Lambry et coll. 1999). Les coordonnées (distances et angles) 
des liaisons Fe-N, Cu-N ont été prises à partir de modèle fer-porphyrine-NO (Scheidt & Ellison 
1999) et de complexes Cu-NO (Ruggiero et coll. 1993). Les champs de forces ainsi qu'une partie 
des fichiers utilisés ont été créés par Jean-Christophe Lambry lors d'études précédentes (Lambry 
et coll. 1999; Vos et coll. 2001). Pour les minimisations avec un ou deux NO, les fichiers de 
coordonnées de la protéine avaient déjà été créé par J.-C. Lambry. Mon travail a consisté à  
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calculer les minimisations à 300 K et 20 K ainsi que les transitions de 0 à 300 K et de 300 à 
20 K. Pour tous les cas, 50 000 pas de 1 fs ont été utilisés pour le changement de température en 
utilisant les algorithmes NPRINT et NSAVC puis 2000 pas de minimisation ont été effectué une 
fois à la température voulue. Les structures obtenues sont analysées avec le programme Rasmol 
(Sayle & Milner-White 1995). 
Pour les simulations des mutations, après le remplacement de l'acide aminé, une 
minimisation est effectuée par 20 cycles avec l'algorithme SD et 2000 avec ABNR. Ces 
minimisations ont été faites avec un et deux NO et sans ligands. De la même manière les 
structures obtenues sont analysées avec Rasmol. 
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4  Résultats et Discussion. 
4.1 Purification des protéines. 
4.1.1  Oxydase aa3 de Paracoccus denitrificans. 
L'étape cruciale de la purification de l'oxydase aa3 de P. denitrificans consiste en la 
séparation des protéines membranaires, préalablement solubilisées par chromatographie. L'une 
des difficultés de cette purification est la séparation des complexes de la chaîne respiratoire, qui 
interagissent fortement (Stroh et coll. 2004), sans déstabiliser la structure quaternaire de 
l'oxydase. À cela s'ajoute la présence de deux autres oxydases terminales dans le génome de P. 
denitrificans : la quinol oxydase ba3 et la cytochrome c oxydase cbb3. L'expression de ces 
oxydases est fonction de la concentration d'oxygène, de la température, du type de milieu utilisé 
et de d'autres facteurs non encore élucidés (Otten et coll. 2001). Il s'est donc avéré nécessaire de 
mettre au point les conditions de culture et la purification de l'oxydase aa3 de P. denitrificans.  
4.1.1.1 Mise au point des conditions de culture. 
Dans un milieu succinate et sous forte aération, seules les oxydases aa3 et cbb3 sont 
susceptibles d'être exprimées (Baker et coll. 1998). L'expression de l'oxydase aa3 est maximale 
en condition aérobie, sans pour cela que les autres oxydases ne soient pas présentes (Otten et 
coll. 2001). Afin de maximiser la concentration d'O2 dans le milieu succinate liquide, deux 
facteurs ont été variés : le rapport en volume entre le contenu (milieu de culture) et le contenant 
(l'erlen), et la température de culture. Quels que soient les paramètres choisis, l'agitation était 
toujours forte afin de favoriser les échanges entre le milieu et l'air. Le tableau 4.1 représente les 
spectres obtenus en fonction des conditions de culture. La quantité relative d'oxydase aa3 
présente est estimée par le spectre des protéines solubilisées réduites. Le pic à 605 nm est 
caractéristique des hèmes a de l'oxydase aa3, alors que l'oxydase cbb3 possède un double pic à 
552, 558 nm du à la présence des hèmes c et b respectivement (voir figure 4.1). 
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Figure  4.1 : Spectres de différence (Red- Ox) des cytochrome c oxydases aa3 (A) et cbb3 (B). 
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Conditions de culture 
Température 
en °C 
Rapport 
contenu/ 
contenant 
Durée 
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Rapport des pics 
605/552,558 
Spectre des protéines 
solubilisées entre 500 et 680 
nm 
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Tableau  4.1 : Tableau synthétisant les résultats des différentes conditions de culture testées 
pour la production de l'oxydase aa3 de P. denitrificans. 
 
Lors d'une culture à 34°C avec un rapport contenu/contenant élevée, très peu de CcO aa3 
est exprimée. Cette quantité relative augmente quant le volume de milieu dans l'erlen diminue. 
Cependant, en amenant ce rapport à 1/10, le gain obtenu est faible. Une augmentation est 
également observée lors de culture à températures plus faibles. Le tableau 4.1 montre les spectres 
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de différences (réduit moins oxydé) des protéines solubilisées suivant les conditions de culture. 
Ces spectres rendent compte de la présence de l'ensemble des hémoprotéines membranaires de P. 
denitrificans dont : le complexe II, le complexe bc, les cytochromes c, les cytochrome c 
oxydases aa3, cbb3 et la quinol oxydase ba3. 
Les résultats présentés dans le tableau 4.1 montre une influence de la température et de la 
quantité de milieu, sur la production de l'oxydase aa3. Ceci peut s'expliquer par une 
augmentation de la concentration en oxygène dans le milieu. En effet en diminuant le rapport de 
volume entre le contenu et la contenant, on facilite l'aération du milieu. Ces résultats sont 
conformes à ceux obtenus par l'équipe d'Amsterdam (Otten et coll. 2001). Un effet similaire est 
observé en diminuant la température, et là même, la vitesse de croissance bactérienne, la [O2] 
dans la culture reste élevée dans la mesure ou des échanges peuvent avoir lieu. Le gain obtenu 
est cependant moins important que celui espéré : le rapport des pics est de 45 % pour des 
cultures en fermenteur (Haltia et coll. 1988).  
En observant les spectres obtenus, il semble qu'une diminution du pic à 605 nm soit 
associée à une augmentation du pic à 559 nm et inversement. Or le spectre de l'oxydase cbb3 a 
une forte absorption à cette longueur d'onde (le complexe III possède également deux hèmes de 
type b qui participent aussi à l'absorption à cette longueur d'onde). Ce résultat va dans le sens 
d'une expression alternative de l'une ou l'autre des cytochrome c oxydases mais pas de la quinol 
oxydase dans les présentes conditions. Pour la suite des expériences, une culture à 28°C avec 
750 mL de milieu a été choisie comme étant le meilleur compromis entre le temps de culture et 
la quantité relative de CcO aa3. 
4.1.1.2 Solubilisation. 
La purification de la cytochrome c oxydase aa3 se fait en deux parties : l'isolement des 
membranes et, après solubilisation des protéines, séparation par chromatographie échangeuse 
d'ions.  
Afin d'optimiser l'étape de solubilisation, deux paramètres ont été variés : la 
concentration de détergent et la température. La qualité de la solubilisation est déterminée par 
l'analyse du spectre de différence (réduit moins oxydé) des protéines solubilisées. Les résultats 
présentés dans le tableau ci-dessous, montrent un effet important de la concentration de 
détergent. 
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0,9% 1% 1,1% 1,2 % Concentration 
en détergent 4°C 24°C 4°C 24°C 4°C 24°C 4°C 24°C 
Pic à 558 nm 
(en mDO) 
25,2 12,6 24,6 14,1 23,9 13,3 28,5 12,5 
Pic à 605 nm 
(en mDO) 
5,9 3,6 6,7 4,1 5,7 3,3 6,6 3,0 
Rapport 
605/552 
23,4 
±3.1 
28,6 
±4.5 
27,2 
±2.9 
29,1 
±3.9 
23,8 
±3.0 
24,8 
±4.3 
23,2 
±2.8 
24,0 
±4.8 
Tableau  4.2 : Détermination des conditions optimales pour la solubilisation de l'oxydase aa3 
de P. denitrificans. 
Quelque soit la température, la concentration de détergent la plus favorable à l'extraction 
sélective est 1,0 % comme l'avait démontrée des études précédentes . (Haltia et coll. 1988; Liebl 
et coll. 1999). L'effet de la température est plus ambigu : la proportion d'oxydase solubilisée est 
plus importante à 24 qu'à 4°C mais la quantité est moindre comme l'indique les plus faibles 
valeurs d'absorbance (les quantités de départ étant les mêmes quelles que soient les conditions). 
Lors de la centrifugation permettant la séparation des protéines solubilisées des membranes, le 
culot est toujours en deux parties : la partie inférieure de couleur beige correspondant aux 
membranes, et une partie supérieure colorée (rouge-brun) contenant les protéines dégradées lors 
de la solubilisation. Lors des expériences à température ambiante la seconde phase colorée du 
culot était plus importante, révélant une forte dégradation à cette température. 
Pour la suite, une solubilisation à la concentration finale de β-DM à 1,0 mg.mL-1 à 4°C 
est effectuée.  
4.1.1.3 Chromatographie de l'oxydase aa3. 
La purification des protéines a été effectuée par chromatographie échangeuse d'anions à 
l'aide d'un système FPLC qui permet une bonne reproductibilité des expériences et un suivi aisé. 
Les propriétés optiques de l'oxydase ont été utilisées pour suivre l'élution de la protéine et de ses 
contaminants. Trois longueurs d'onde sont mesurées en continu. L'absorption à 280 nm est 
caractéristique des noyaux aromatiques et permet de caractériser l'ensemble des protéines. 
Comme les deux principaux contaminants, le complexe à cytochrome bc et le cytochrome c552, 
contiennent un hème de type c et l'oxydase deux hèmes de type a, les longueurs d'onde 552 et 
605 nm ont été choisies car elles représentent le maximum du spectre d'absorption des hèmes c et 
a, respectivement.  
Deux résines échangeuses d'anions sont utilisées, une DEAE-sépharose® CL6B puis une 
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Source 30Q®. La première étape permet de séparer l'oxydase aa3 de la majorité des autres 
protéines membranaires. La séparation, basée sur la différence de charge globale entre l'oxydase 
et les autres protéines, est effectuée en augmentant, lors de l'élution, la force ionique du tampon. 
Ces variations de force ionique ont également pour but de déstabiliser les super complexes, 
majoritairement formés de l'association entre le complexe bc, cytochrome c membranaire et la 
cytochrome c oxydase. La variation de force ionique est effectuée en augmentant la 
concentration de NaCl. Des études précédentes, par exemple (Ludwig & Schatz 1980; Liebl et 
coll. 1999; Otten et coll. 2001) ont montrés que l'oxydase aa3 de P. denitrificans est éluée pour 
une concentration de NaCl ~240 mM, le complexe bc, ~340 mM et le cytochrome c552 vers 
160 mM avec de nombreuses autres protéines. L'élution commence par un lavage à 130 mM de 
NaCl qui élimine les protéines n'ayant pas d'affinité pour la résine, puis un gradient de NaCl est 
appliqué pour "décrocher" successivement les différentes protéines enfin un nouveau lavage à 
340 mM est effectué qui détache toutes les protéines. Afin d'obtenir un bon isolement de 
l'oxydase aa3, trois types de gradient ont été testés :  
1- La figure 4.2 présente le chromatogramme obtenu par l'application d'un gradient 130-
350 mM sur les protéines membranaires solubilisées de P denitrificans. Lors de l'élution, trois 
pics principaux sont observés à ~160 mM, ~240 mM et ~340 mM. Les spectres de différence 
associés à ces pics sont présentés figure 4.2 droite. Ils indiquent clairement que l'oxydase aa3 se 
trouve majoritairement dans le pic 2. Alors que les pics 1 et 3 contiennent respectivement le 
cytochrome c552 et le complexe bc. 
2- Si la séparation des pics était satisfaisante dans les conditions précédentes, les fractions 
du pic 2, où l'oxydase aa3 est majoritaire, contenaient d'autres hémoprotéines (voir spectre). Afin 
de déstabiliser les interactions entre l'oxydase et le complexe III et surtout le cytochrome c552, 
une augmentation brutale de concentration en NaCl est appliquée. Ce procédé permet d'obtenir 
une oxydase pure (Liebl et coll. 1999). La figure 4.3 montre le chromatogramme obtenu par un 
gradient 200-350 mM NaCl suivie d'un second lavage à 340 mM NaCl. Contrairement aux 
résultats précédents, le pic 2 apparaît comme un épaulement du pic 1. Les spectres de différence 
mesurés pour les fractions correspondant aux pics 1 et 3 sont similaires à ceux présentés figure 
4.2. L'allure des spectres des fractions du pic 2 varie (voir insert de la figure 4.3), la séparation 
de l'oxydase aa3 des contaminants est meilleure à la fin du pic (spectre rose). La CcO aa3 
obtenue par cette méthode est plus pure que celle purifiée précédemment. Par contre le 
rendement est plus faible, puisque l'oxydase purifiée n'est contenue que dans quelques fractions. 
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Figure  4.2 : À gauche le chromatogramme des protéines membranaires solubilisées de P. 
denitrificans sur une résine DEAE sépharose CL6B éluées par un gradient 130-350 mM NaCl. Les 
spectres de différence (réduit moins oxydé) des protéines solubilisées et des pics 1,2 et 3 sont 
présentés à droite. La courbe noire représente l'absorption à 280 nm, la rouge celle à 552 nm, la 
verte celle à 605 nm et la courbe bleue représente la conductivité. 
 
Figure  4.3 : Chromatogramme des protéines membranaires solubilisées de P. denitrificans sur 
une résine DEAE sépharose CL6B éluées par un gradient 200-350 mM NaCl. Les spectres de 
différence du pic 2 sont présentés en insert.   
La courbe noire représente l'absorption à 280 nm, la rouge celle à 552 nm, la verte celle à 605 nm 
et la courbe bleue représente la conductivité. 
 
3- Un troisième type de gradient est testé afin de tenter de combiner pureté de 
l'échantillon et rendement. Comme le changement brutale de concentration de NaCl a un effet 
bénéfique sur la séparation de l'oxydase aa3, le lavage à 130 mM est suivie par un 2nd à 200 mM 
NaCl, l'oxydase est ensuite éluée par un gradient 200-350 mM NaCl. L'utilisation de ce gradient 
permet de bien séparer les pics 1 et 2 comme l'indique le chromatogramme présenté figure 4.4. 
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Les spectres des fractions des pics 1 et 3 sont similaires à ceux présentés figure 4.2. De plus 
l'analyse du spectre de différence des fractions du pic 2 (figure 4.4 insert) montre un échantillon 
relativement pur.  
 
Figure  4.4 : Chromatogramme des protéines membranaires solubilisées de P. denitrificans sur 
une résine DEAE sépharose CL6B éluées par un gradient 200-350 mM NaCl. Le spectre de 
différence (réduit moins oxydé) du pic 2 est présenté en insert 
La courbe noire représente l'absorption à 280 nm, la rouge celle à 552 nm, la verte celle à 605 
nm et la courbe bleue représente la conductivité. 
 
Figure  4.5 :  Chromatogramme de l'élution de l'oxydase aa3 sur la résine Source 30Q. la zone 
hachurée correspond aux fractions sélectionnées. 
La courbe noire représente l'absorption à 280 nm, la rouge celle à 552 nm, la verte celle à 
605 nm et la courbe bleue représente la conductivité 
L'utilisation de ce double lavage a bien eu l'effet escompté : une bonne séparation des 
contaminants de l'oxydase aa3 et une résolution suffisante qui permet d'avoir un rendement 
correct (voir tableau 4.3). Ces conditions d'élution sont donc celles qui ont été choisies. 
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Les fractions du pic 2 présentant le meilleurs rapport 605/552 nm sont regroupées, 
concentrées puis lavées à l'aide de microconcentrateurs afin de ramener la concentration de NaCl 
à 130 mM. Cet échantillon est alors déposé sur la seconde colonne contenant une résine Source 
30Q® et l'oxydase aa3 est éluée par un gradient 130-350 mM NaCl. Le chromatogramme obtenu, 
voir figure 4.5, montre deux pics principaux, le premier contenant l'oxydase aa3 ([NaCl] entre 
160-260 mM) et le second majoritairement le complexe bc ([NaCl] ~330 mM]). 
Le pic principal, entre 280 et 380 mL d'élution, est en fait la superposition de plusieurs 
pics. Afin de déterminer les fractions contenant l'oxydase la plus pure, les spectres de différence 
des différentes fractions qui composent ce pic ont été mesurés. Le spectre de l'épaulement  vers 
280 mL d'élution, a une allure similaire à celui du pic 1 obtenue lors de la première colonne, 
l'absorbance à 605, caractéristique de l'oxydase aa3 est faible. Au maximum du pic, le rapport 
605/552 nm augmente après le sommet. L'épaulement  à droite du pic est riche en complexe 
oxydase aa3:cytochrome c552. Seules les fractions les plus pures sont retenues, correspondant à la 
zone hachurée de la figure 4.5,  puis regroupées et concentrées. La protéine est alors aliquotée 
par 100 µL à 30 ou 50 µM, congelée rapidement dans N2 liquide, et conservée à -80°C. 
4.1.1.4 Rendement et pureté de l'échantillon. 
La concentration d'oxydase est estimée par l'absorption à 605 nm en utilisant le 
coefficient d'absorption molaire (∆ε605=23.4 M-1cm-1) du spectre de différence réduit moins 
oxydé. Le tableau 4.3 présente les rendements obtenus lors de la purification de l'oxydase aa3. 
Ces valeurs sont calculées à partir de l'absorption à 605 nm des spectres de différence. La 
référence est l'absorption à 605 du spectre des protéines solubilisées. 
après 1ère colonne  après solubilisation Conditions 1 Conditions 2 Conditions 3 finale 
rendement 100% 20 % 8 % 15 % 10 % 
Tableau  4.3 : Estimation du rendement d'une purification de l'oxydase aa3 de P. denitrificans. 
Le spectre d'absorption donne des informations sur la quantité d'oxydase aa3 présente et 
sur la pureté de l'échantillon en trois zones : la bande α, l'intensité des pics à 552 et 559 nm 
indiquent la quantité d'hème c et b respectivement, présentes dans l'échantillon. De même dans la 
bande de Soret, l'absence d'épaulement (λ<420 pour l'échantillon oxydé), ou d'autres pics, 
indique la non présence d'autres hémoprotéines. La troisième zone, donnant des informations sur 
la pureté de l'échantillon, est aux alentours de 280 nm. Cette longueur d'onde permet d'estimer la 
quantité de protéines. Si l'échantillon ne contient que de l'oxydase aa3, la hauteur du pic à 280 
nm doit être proche de celui à 420 nm pour la protéine dans son état oxydé (Ludwig 1986). 
L'échantillon purifié est également analysé sur gel de polyacrylamide à 15 % en 
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conditions réductrices dénaturantes SDS-PAGE. Les protéines ainsi séparées sont colorées par 
du bleu de Coomassie. En plus, les gels ont été révélés par une coloration basée sur l'activité 
peroxydase des hèmes de type c qui oxydent le TMBZ en un composé de couleur verte, le "heme 
staining" (Thomas et coll. 1976). Cette réaction permet de tester la présence des cytochromes c 
dans l'échantillon. Du cytochrome c commercial de cœur de bœuf est utilisé comme témoin 
positif de la réaction.  
 
Figure  4.6 : SDS PAGE à 15% coloré par du bleu de Coomassie (à gauche) 
Coloration des hèmes de type c (à droite). 
Les flèches noires indiquent des SU de l'oxydase, les blanches le cytochrome c sous forme 
mono-, di- et trimérique. 
La coloration au bleu de Coomassie révèle les bandes protéiques (indiquées par des 
flèches vertes) caractéristiques des SU de l'oxydase aa3 de P. denitrificans à 62, 30, 28 et 
10 kDa. Cependant d'autres bandes sont visibles en particulier pour les hauts poids moléculaires, 
elles correspondent à des agrégations de protéines ayant lieu lors de la préparation des 
échantillons pendant l'incubation à 65°C. Cette multimérisation est aussi observé pour le 
cytochrome c où des bandes correspondant au dimère et au trimère sont observées (indiquées par 
les flèches blanches dans la figure 4.6). Deux faibles bandes protéiques contaminantes ne 
correspondant à aucune sous unité de l'oxydase sont également observées dans l'échantillon 
purifié. Aucune bande n'est observée par la coloration au TMBZ, indiquant l'absence d'hème c. 
En résumé, l'échantillon d'oxydase ainsi purifiée est d'une pureté suffisante pour nos expériences. 
4.1.2 - Oxydase mitochondriale. 
La purification de l'oxydase mitochondriale est faite à partir de cœur de bœuf frais. Dans 
un premier temps, les mitochondries sont isolées puis la purification proprement dite est réalisée.  
4.1.2.1 Isolement des mitochondries. 
Après la hachage du muscle cardiaque, les cellules sont séparées les unes des autres par 
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l'action d'une collagénase. L'étape suivante est la destruction des cardiocytes afin de récupérer les 
mitochondries. Le mode de dégradation de la membrane plasmique ne doit pas être trop agressif 
pour préserver l'intégrité des mitochondries. Nous avons donc choisi un potter verre-téflon. Cette 
étape peut être précédée par un mixage, il en résulte un gain de temps important mais de 
nombreuses mitochondries sont également endommagées. Par centrifugation, les mitochondries 
et les fragments de membranes mitochondriales, sont récupérés. 
4.1.2.2 Purification de l'oxydase. 
De nombreuses méthodes mises au point pour purifier la cytochrome c oxydase 
mitochondriale, sont basées sur la solubilisation sélective de l'oxydase. Nous avons choisi de 
"présolubiliser" une partie des protéines des membranes externes et internes mitochondriales par 
du déoxycholate à 0,8 %. Cette étape, appelée "red/green split" permet de séparer efficassement 
l'oxydase aa3 des autres hémoprotéines de la chaîne respiratoire. La figure 4.7 montre les 
spectres réduits moins oxydé de la suspension avant centrifugation et les spectres du surnageant 
et du culot. On voit qu'après cette étape, l'oxydase se trouve majoritairement dans le culot et les 
cytochromes b et c dans le surnageant. Le cytochrome c soluble, présent dans l'espace 
intermembranaire est également libéré à cette étape : le désoxycholate augmente la porosité de la 
membrane externe.  
 
Figure  4.7 : Spectres de différence réduit moins oxydé avant (………..)et après la première 
étape de séparation, surnageant (_____) et culot (- - - - - - ). 
L'oxydase, solubilisée par du cholate à 3 %, est ensuite purifiée par précipitation sélective 
au sulfate d'ammonium : les cytochromes b précipitent à 28 % de saturation, l'oxydase aa3 à 
~40 % et les cytochromes c >45 %. Plusieurs cycles 35 %, 42 % de saturation sont effectués 
pour l'obtention d'une oxydase optiquement pure. La figure 4.8 montre les spectres de différence 
des culots (42 % de saturation) normalisés. La diminution de l'intensité relative des pics à 552; 
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559 et 520 nm reflète l'amélioration de la pureté de l'échantillon. Des cycles supplémentaires 
peuvent être réalisés, l'oxydase est alors plus pure mais le rendement diminue. Dans notre cas, 
après trois cycles une pureté suffisante a été obtenue.  
 
Figure  4.8 : Spectres de différence (réduit moins oxydé) des culots à 42 % de saturation 
obtenus après 1 (. . . . . . .), 2 (- - - -) et 3 cycles (____). 
Résultats normalisés à 604 nm. 
Le cholate a été montré inhiber l'oxydase (Kadenbach et coll. 2000), ce détergent est 
donc remplacé par le β-DM à 0.1 % par dialyse.  
Afin de vérifier la pureté de l'échantillon un SDS-PAGE à 15% est réalisée. Le gel 
présenté figure 4.9 présente des bandes correspondant aux 13 SU de l'oxydase mitochondriale. 
D'autres bandes de plus faible intensité indiquent la présence de contaminants en faible quantité.  
 
Figure  4.9 : SDS PAGE à 15%. Le puits à droite contient le marqueur de poids moléculaire et 
les 4 autres puits contiennent des quantités croissantes de CcO purifiée.       .
La ligne pointillé représente le front de migration. 
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4.2 Interactions entre la cytochrome c oxydase aa3 bactérienne et 
le monoxyde d'azote. 
Le but des expériences décrites dans ce chapitre est de déterminer la nature des 
interactions du monoxyde d'azote (NO) au niveau du site actif de la cytochrome c oxydase. Des 
études précédentes de photodissociation du NO lié à l'oxydase aa3 de P. denitrificans, sur une 
échelle de temps de 300 ps, avaient montré que la cinétique de recombinaison dépendait de la 
concentration de NO (Vos et coll. 2001). Ces résultats pouvaient être expliqués par la présence 
de plusieurs molécules de NO (deux très probablement) dans ou à proximité du site actif dès les 
concentrations basses. A partir d'études RPE menées à très fortes concentrations de NO, il a été 
proposé que plusieurs ligands étaient susceptibles d'être présents simultanément dans le site actif 
(Brudvig et coll. 1980; Boelens et coll. 1982; Hunter et coll. 1998; Pearce et coll. 2003). Les 
implications physiologiques de ces présences concomitantes seront discutées au regard des 
résultats obtenus durant cette étude. 
L'objectif premier de ces expériences était de déterminer les raisons de la dépendance de 
la concentration de NO sur la cinétique de recombinaison. Pour ce faire, les mesures de 
photodissociation ont été étendues à des échelles de temps plus longues (jusqu'à milliseconde). 
Afin de caractériser la nature du second site de fixation, les échantillons ont été analysés par 
spectroscopie RPE. Les expériences sont également réalisées sur une autre cytochrome c 
oxydase : l'oxydase ba3 de T. thermophilus.  
Cette oxydase, dont la structure est proche de celle de l'oxydase de P. denitrificans 
(Soulimane et coll. 2000), possède un hème de type b à la place de l'hème a des oxydases aa3. 
Par contre, le site actif, formé d'un hème a3 et d'un atome de CuB, est structurellement très 
similaire à celui des CcO "classiques". On sait que cette oxydase possède une forte affinité pour 
l'oxygène et une activité NO-réductase (Giuffrè et coll. 1999). Cette activité conduit à la 
formation de N2O à partir de deux molécules de NO fixées dans le site actif ce qui exclut la 
présence à l'équilibre de deux molécules de NO. L'oxydase ba3 sert ainsi de témoin d'une 
oxydase avec un seul NO dans le site actif. L'enzyme utilisée lors des expériences a été purifiée 
par T. Soulimane (Soulimane et coll. 1995; Soulimane et coll. 2000).  
4.2.1 Spectroscopie à l'équilibre. 
Le NO se fixe sur la cytochrome c oxydase de P. denitrificans au niveau du Fea3 du site 
actif réduit. Cette fixation se manifeste par des modifications spectrales suivies par spectrométrie 
d'absorption entre 700 et 250 nm. La réduction de l'oxydase, par l'ascorbate, est caractérisée par 
un déplacement du maximum d'absorption et un affinement du pic dans la bande de Soret (ou 
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bande γ) de 422 (forme oxydée) à 444 nm (forme réduite) et par une forte augmentation de 
l'absorption à 605 nm dans la bande α  (voir figure 4.10). La fixation de NO sur la CcO réduite, 
s'accompagne d'un décalage d'une partie de la bande à 445 nm vers 428 nm ainsi que d'un 
déplacement du maximum de l'absorption dans la bande α de 605 à 602 nm. La bande a3-NO se 
détache alors de la bande a et un spectre avec un pic double est observée dans le Soret. Cette 
modification du spectre est caractéristique de la liaison du NO à l'hème a3 de l'oxydase aa3 
(Wainio 1955; Vos et coll. 2001). L'intensité maximale de ces modifications est atteinte pour un 
rapport de concentrations de 10 molécules de NO pour une d'oxydase. Une fixation partielle est 
observée pour les stœchiométries plus faibles, indiquant une faible affinité de l'hème a3 pour le 
NO et/ou la présence d'un second site d'affinité légérement supérieure.  
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Figure  4.10 : Spectres d'absorption des oxydases aa3 de P. denitrificans (à gauche) et ba3 de 
T. thermophilus (à droite). La courbe en trait plein représente l'enzyme à l'état oxydé, le trait 
en tiret l'état réduit et le pointillé, l'état réduit fixant le NO. 
La fixation du NO sur l'oxydase ba3 de T. thermophilus induit la disparition de 
l'épaulement  à 445 nm associé à une augmentation du pic à 428 nm, et par un déplacement du 
pic dans la bande α de 605 à 600 nm, ce qui traduit la fixation du NO sur l'hème a3. Ces 
changements sont très similaires à ceux de aa3. L'effet dans la bande α est néanmoins plus 
visible du fait qu'il n'y ait pas de recouvrement avec l'absorption de l'hème a. Contrairement à ce 
qui est observé avec l'oxydase aa3 de P. denitrificans, une fixation totale du NO sur la 
cytochrome c oxydase ba3 de T. thermophilus est atteinte dès les faibles concentrations (rapport 
1:1). Cette saturation rapide de la liaison du NO révèle une affinité importante de l'hème a3 de 
l'oxydase ba3 pour le NO. Ce résultat diffère de celui obtenu avec le CO : même à concentrations 
élevées, le CO ne se fixe qu'à 70 % sur l'hème a3 (Goldbeck et coll. 1992), les 30 % restant se 
fixant sur le CuB (Koutsoupakis et coll. 2002). Afin d'estimer précisément la proportion de NO 
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fixée sur l'hème a3, la dérivée seconde des spectres de l'oxydase réduits et réduit-NO sont 
calculés (figure 4.11). Cette méthode est utilisée pour quantifier les contributions relative de 
bandes spectrales qui se superposent partiellement. L'épaulement à 444 nm, formé par l'espèce 
réduite sans NO correspond à un pic négatif dans la dérivée seconde. Un tel minimum n'est pas 
observé dans la dérivée seconde du spectre lié où l'épaulement est décalé vers le bleu, comme en 
aa3. Une analyse quantitative indique que dès l'ajout de quantités stœchiométriques au moins 
97 % de la population d'oxydase a fixée du NO sur l'hème a3 (figure 4.11). 
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Figure  4.11 : Spectres de l'oxydase ba3 de Thermus thermophilus à l'état réduit et réduit-NO 
ainsi que leur dérivée 2nd. La courbe continue représente le spectre réduit, la tiret, le spectre 
réduit NO, la pointillée la dérivée 2nd du spectre réduit et la tiret-pointillée celle du spectre 
réduit-NO. 
Ceci implique, que contrairement au CO, l'affinité de l'hème a3 pour NO est beaucoup 
plus grande que celle du CuB. Il n'y a pas, dans les conditions actuelles (NO:enzyme 1:1), de 
consommation de NO et donc une seule molécule de NO par site actif.  
Par ailleurs, la superposition des spectres de différence, réduit lié au NO (Figure  4.10 
courbes (. . . . . .) moins réduit (Figure  4.10 courbes - - - -), présentée figure 4.12, montre des 
dissimilitudes significatives entre les spectres des deux oxydases, lors qu'il s'agit, dans les deux 
cas, du spectre de dissociation du NO de l'hème a3. Au niveau de la bande α, il n'y a pas de 
différence, par contre dans la bande de Soret, un décalage de 2-3 nm est observé. Ces variations 
ont probablement leurs origines dans des différences d'environnement des deux hèmes a3. La 
structure 3D montre en effet que la distance entre le Fea3 et le Nε2 de l'histidine lié à l'hème 
mesure 3,3 Å pour ba3 comparée à 2,2 Å pour aa3 à l'état oxydé. De plus, la nature du second 
hème pourrait influencer le spectre de l'hème a3. Il a ainsi été montré que l'état redox de l'hème a 
affecte le spectre de dissociation du CO lié à l'hème a3 (Einarsdottir 1995, voir aussi chapitre 
4.3). Alternativement, la présence d'une seconde molécule de NO dans le site actif, modifierait le 
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spectre d'absorption. Les faibles différences spectrales observées à hautes et basses 
concentrations de NO pour l'oxydase aa3 de P. denitrificans, ne sont pas consistantes avec cette 
hypothèse (figure 4.12). De telles différences entre aa3 et ba3 n'ont pu être établies pour la liaison 
de CO, du fait de la fixation partielle pour ba3 de ce ligand sur l'hème a3. 
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Figure  4.12 : Spectres de différence RedNO-Red des CcO aa3 de P. denitrificans à hautes 
(______) et basses concentrations  de NO (. . . . . .) et ba3  de T. Thermophilus    (- - - - - -). 
Les spectres sont normalisés au minimum 
 
 Maxima Minimum Point isosbest 
aa3 429, 598 nm 446 nm 437 nm 
ba3 425, 598 nm 443 nm 434 nm 
Tableau  4.4 : Caractéristiques des spectres (Red NO) - (Red) des oxydases aa3 de    
P. denitrificans et ba3 de T .thermophilus 
 
4.2.2 Spectroscopie ultrarapide. 
Des études de spectroscopie pompe-sonde, réalisées avec une résolution temporelle de 
~100 fs, sont menées sur les oxydases aa3 et ba3. Ces expériences testent l'influence de la 
présence d'une seconde molécule de NO sur les cinétiques de recombinaison du NO sur l'hème 
a3. Des expériences précédentes sur l'oxydase aa3 de P. denitrificans avaient, par ailleurs, montré 
une influence de la concentration de NO sur sa réassociation sur l'hème a3. Ces études, menées 
sur une fenêtre de 300 ps, n'ont pas permis de trancher formellement entre deux hypothèses 
émises précédemment. L'une interprète l'accélération de la recombinaison géminée du NO sur 
l'hème par la présence d'une seconde molécule de NO liée à proximité, probablement sur le CuB, 
bloquant ainsi la voie de sortie du NO vers l'extérieur de la protéine (voie B sur la figure 4.13). 
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L'augmentation de la phase rapide de recombinaison serait alors due à un effet stérique du 
second NO. Cette hypothèse implique que l'augmentation de la concentration de NO élève la 
probabilité que les deux sites de fixation du NO soient occupés simultanément. Ceci se traduit 
par une l'amplitude plus grande de la phase rapide de recombinaison. La seconde hypothèse 
repose sur une compétition entre une molécule de NO présente dans le site actif et le NO 
dissocié. Dans ce cas, plus la concentration de NO est élevée plus la recombinaison est rapide 
(voie C sur la figure 4.13). Dans les deux cas, une fraction du NO peut également sortir du site 
actif. Dans le cas où une seule molécule de NO est présente, aucune recombinaison n'est 
observée. Par analogie avec les résultats obtenus avec le CO, on peut supposer qu'après une 
liaison sur le CuB, le NO sorte de la protéine (figure 4.13 A). 
 
Figure  4.13 : Schéma des hypothèses émises par Vos et al. pour expliquer l'influence de la 
concentration de NO sur la vitesse de recombinaison après photodissociation. (Vos et coll. 
2001) 
A : modèle avec une molécule de NO dans le site actif.                     .
B et C : modèles avec deux molécules de NO dans le site actif, voir texte pour description 
 
Les cinétiques, présentés figure 4.14 A, représentent la vitesse de recombinaison du NO 
sur l'hème en fonction de la concentration de NO. L'impulsion lumineuse provoque la rupture de 
la liaison Fea3-NO, entraînant un décalage du spectre vers le rouge (Figure  4.14 B), caractérisé 
par une diminution de l'absorption à 427 nm (longueur d'onde de l'hème a3 lié au NO) et une 
augmentation à 446 nm (hème non lié). Les valeurs en ordonnées de la Figure  4.14 A 
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correspondent à la différence d'absorption entre 444 et 428 nm. La variation de cette différence 
est suivie sur une fenêtre temporelle de 2 ns. Afin de faciliter la lecture des résultats, les données 
sont normalisées à 30 ps car à ce temps les changements de spectres associés aux états excités, 
qui sont formés par l'impulsion lumineuse, ont disparu (Petrich et coll. 1988; Stoutland et coll. 
1991). Les cinétiques ne reflètent ainsi que la dynamique de reliaison du NO. 
Pour une concentration de 1 NO par enzyme, ~7 % de recombinaison est observé à 
200 ps alors que ~50 % du NO est réassocié lorsque des concentrations fortes sont utilisées 
(>10:1). L'oxydase réduite en absence de NO ne donne aucun signal sur l'échelle de temps 
utilisée [30 ps-2 ns]. Quelle que soit la concentration de NO, toutes les cinétiques peuvent être 
décrites par une fonction de décroissance monoexponentielle, avec une constante de temps de 
200ps, et une valeur asymptotique sur cette échelle de temps. La concentration de NO fait varier 
l'intensité relative de la valeur asymptotique sans modification de la constante de temps. La 
concentration de NO élevée favorise donc un phénomène de recombinaison rapide et n'induit pas 
son accélération, écartant ainsi l'hypothèse C (voir figure 4.13). Quelle que soit la concentration 
et le temps de mesure suivant la photodissociation, les spectres transitoires sont homothétiques, 
indiquant le même phénomène de réassociation. Ceci indique que l'effet de la concentration est 
bien un effet stérique. La présence de la phase de 200 ps, indicant la présence d'un second site de 
fixation du NO dont l'occupation induit une modification stérique du site actif. L'occupation de 
ce 2nd site dès la stœchiométrie 1 NO pour 1 CcO indique une affinité proche des deux sites de 
fixation du NO de l'oxydase aa3 (Fea3 et CuB ?). 
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Figure  4.14 : A) Cinétique de recombinaison du NO sur la CcO de P. denitrificans. Les carrés 
représentent une stoechiométrie de 1 pour 1, les cercles 5:1, les triangles vers le haut 10:1, 
les triangles vers le bas 100:1. Les lignes sont des ajustements avec une fonction 
monoexponentielle avec une constante de temps de 200ps et un facteur asymptotique. 
B) Spectres transitoires à t=400°ps pour les stoechiométries 130:1 (ligne pointillée) et 1:1 
(ligne continue). 
Les résultats sont normalisés à 30°ps. 
L'effet de la concentration du NO a été également étudié sur l'oxydase ba3. Les 
cinétiques, présentées figure 4.15 A, décroissent faiblement sur 2 ns. Aucun effet de la 
concentration de NO n'est observée sur le taux de réassociation. Il y a bien une phase de 
recombinaison, mais la constante de temps (>2 ns) ne peut être déterminée précisément sur une 
échelle de 2 ns. L'absence d'effet de la [NO] indique fortement qu'il n'y a qu'une molécule de NO 
par site actif. L'allure des spectres transitoires, présentés figure 4.15 B, ne change pas durant la 
cinétique, indiquant qu'il s'agit, comme pour la CcO aa3, d'un seul processus sur cette échelle de 
temps. 
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Figure  4.15 A: Cinétiques de recombinaison du NO sur la CcO de T. thermophilus.  Les 
carrés représentent une stoechiométrie de 1 pour 1, les cercles 5:1, les triangles vers le haut 
10:1, les triangles vers le bas 100:1. La courbe est un ajustement des données par une 
monoexponentielle de constante de temps >10 ns sans valeur asymptotique. Les cinétiques 
sont normalisées à 30 ps.   
B : Spectres transitoires à 40 ps et 2 ns.  
4.2.3 Spectroscopie nanoseconde. 
Les résultats obtenus sur une échelle pico à nanoseconde, indiquent clairement qu'une 
fraction importante de la recombinaison géminée du NO sur l'hème a3 a lieu sur une échelle 
supérieure à 2 ns, et dépend de la concentration du NO. Par ailleurs, des expériences sur la 
recombinaison du NO sur l'oxydase mitochondriale à très hautes concentration de NO, ont 
montré une cinétique de recombinaison multiphasique (Blackmore et coll. 1991). Nous avons 
réalisé des expériences pompe-sonde sur une échelle de temps allant de 5 ns jusqu'à la 
milliseconde sur les oxydases aa3 de P denitrificans et ba3 de T. thermophilus. 
La recombinaison du NO sur l'oxydase aa3 de P. denitrificans, présentée figure 4.16, 
varie selon la concentration de NO. Les courbes sont normalisées à 100 ns afin de faciliter la 
comparaison de l'influence de la concentration de NO (contrairement aux normalisations faites 
figure 4.14). Quelle que soit la concentration de NO, les cinétiques de recombinaison peuvent 
être décrites par une phase de décroissance rapide non résolue, qui suit la fonction de 
l'instrument, une fonction de décroissance monoexponentielle avec une constante de temps de 
20 ns, et une valeur asymptotique. Cependant, lors des expériences à faibles concentrations de 
NO (<5:1), l'amplitude des phases de décroissance est fortement diminuée. Pour la phase non 
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résolue, ce résultat corrobore l'amplitude réduite de la phase de 200 ps observée lors des 
expériences picosecondes. La phase de 20 ns dépend donc également de la concentration de NO, 
indiquant que ces deux phases décrivent un même phénomène multiphasique. Aucune 
décroissance importante n'est observée jusqu'à l'échelle milliseconde. Sur des temps plus long 
(>1 ms), la recombinaison devient à nouveau dépendante de la concentration de NO. Ces 
résultats, sont similaires à ceux obtenus avec l'oxydase mitochondriale (Blackmore et coll. 1991), 
et reflèteraient une recombinaison bimoléculaire à l'échelle milliseconde. 
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Figure  4.16 : Cinétiques de recombinaison du NO sur l'oxydase aa3 sur une échelle 
nanoseconde. 
Les cercles représentent les résultats obtenus avec de faibles concentrations de NO et les 
carrés, les hautes  concentrations.  
Les courbes sont normalisées à 100 ns. 
L'existence d'une phase de recombinaison plus rapide que l'impulsion dans les 
expériences nanoseconde suggère que pendant l'impulsion de 5 ns, le NO serait susceptible d'être 
dissocié, de se recombiner puis d'être à nouveau dissocié, potentiellement à plusieurs reprises. 
Afin de tester cette hypothèse, la dépendance de l'intensité du flash de dissociation sur le 
rendement de photodissociation a été mesurée. Les courbes de saturation, présentées figure 4.17, 
sont normalisées à 20 % de l'intensité maximale du flash. Pour les faibles concentrations de NO, 
la courbe montre une saturation rapide, proche de celle du CO. Par contre, à hautes 
concentrations de NO, la saturation est beaucoup plus lente et s'effectue à des intensités de flash 
très supérieures. Ces résultats sont en adéquation avec la variation de l'intensité de la phase de 
200 ps avec la concentration de NO lors des expériences picoseconde (figure 4.14 A). Le CO sert 
de référence, une seule molécule de CO pouvant être présente dans le site actif de l'oxydase et il 
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n'y a pas de recombinaison à l'échelle nanoseconde  (Dyer et coll. 1991; Georgiadis et coll. 
1994). Il y a donc plusieurs cycles de photodissociation et de recombinaison durant la durée de 
l'impulsion pour les hautes concentrations de NO. 
 
Figure  4.17 : Courbes de saturation de l'intensité du signal de recombinaison mesuré 6 ns 
après le flash en fonction de l'énergie excitatrice pour la CcO de P. denitrificans. La ligne 
pointillée sert de guide. 
Les cinétiques de recombinaison sur l'échelle nanoseconde de l'oxydase ba3, présentées 
Figure  4.18, montrent une phase de recombinaison majoritaire, décrite par une constante de 
temps de ~15 ns indépendante de [NO], en accord avec la légère décroissance observée à 2 ns. 
Une seconde phase de recombinaison a lieu dans l'échelle de temps de 50 µs, pouvant 
correspondre à une recombinaison bimoléculaire. La vitesse de cette seconde phase n'est que 
faiblement dépendante de la concentration, contrairement à ce qui est attendu pour une 
recombinaison bimoléculaire. Ceci peut s'expliquer par l'activité NO réductase de la protéine. 
Une partie de l'excès de NO est consommé, la quantité de NO présente est alors inférieure à celle 
ajoutée.  
Néanmoins, si on admet que cette phase correspond effectivement à une recombinaison 
bimoléculaire, il est possible d'estimer une limite inférieure pour le kon. La concentration de NO 
ajoutée la plus élevée étant de 10 µM, la valeur inférieure ainsi obtenue, 20.109 M-1s-1, est plus 
élevée que celle mesurée par Blackmore et coll. pour l'oxydase mitochondriale (0,1.109°M-1s-1) 
(Blackmore et coll. 1991). Ce résultat est en accord général avec une grande affinité pour le NO, 
proposé chez T. thermophilus (Giuffrè et coll. 1999). 
 
78 
0 20 40 60 80 100 1E3    1E4      1E5      1E6
∆ A
bs
or
pt
io
n
Temps (ns)
 [NO] basses
 [NO] hautes
 
Figure  4.18 : Cinétiques nanoseconde de recombinaison du NO sur l'oxydase ba3 
Les cercles vides représentent les résultats obtenus avec de faibles concentrations de NO et 
les carrés, les hautes concentrations. 
Les courbes sont normalisées au maximum du signal (à 5 ns). 
La figure 4.19 synthétise la recombinaison du NO observée pour l'oxydase aa3 à basses et 
hautes concentrations de NO, et pour ba3. Pour l'oxydase de P. denitrificans, à basses 
concentrations (trait fin) le taux de recombinaison géminée est faible (<20 %) et correspond 
probablement à la fraction d'oxydase qui, dès les stœchiométries les plus faibles, fixent deux 
molécules de NO. A hautes concentrations (trait épais), la recombinaison rapide concerne plus de 
90 % de la population. Elle est décrite par deux phases de 200 ps et 20 ns, la phase la plus rapide 
étant largement majoritaire. L'ensemble de ces résultats indique que la présence d'un second NO 
dans le site actif favorise une recombinaison géminée, probablement par l'encombrement 
stérique du 2nd NO. La recombinaison bimoléculaire a lieu sur une échelle milliseconde non 
étudiée précisément lors de cette étude. Cependant, nos résultats préliminaires montrent une 
dépendance de la concentration de NO. Pour ba3 de T. thermophilus, 80 % de la recombinaison 
est géminée puisqu'elle a lieu en 15 ns. Une refixation de 95 % se fait avec une constante de 
temps variant entre 50 et 100 µs selon la concentration de NO présente dans le milieu, en suivant 
un processus bimoléculaire. 
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Figure  4.19 : Recombinaison relative du NO mesurée après photodissociation. La 
recombinaison sur l'oxydase aa3 de P. denitrificans à faible concentration de NO est 
représentée par un trait fin, et NO élevée par un trait épais, l'oxydase ba3 de T. thermophilus 
par un trait pointillé.  
4.2.4 Spectroscopie RPE. 
Les études d'absorption transitoire indiquent que deux molécules de NO peuvent être 
présentes simultanément dans le site actif de l'oxydase aa3. Le second site de fixation du NO le 
plus probable est le CuB, comme l'indique des études RPE à hautes concentrations de NO sur 
l'oxydase mitochondriale (Stevens et coll. 1979; Brudvig et coll. 1980). Ces résultats sont 
cependant controversés (Seelig et coll. 1981; Boelens et coll. 1982; Pearce et coll. 2003). 
Des expériences de spectroscopie par résonance paramagnétique électronique (RPE) ont 
été effectuées sur les oxydases aa3 de P. denitrificans et ba3 de T. thermophilus, dans le but de 
déterminer la nature du second site de fixation pour le NO dans l'oxydase aa3 de P. denitrificans. 
Les échantillons, préparés dans des conditions similaires à celles des expériences de 
photodissociation, sont étudiés à différentes concentrations de NO. Juste avant la congélation, les 
spectres UV-visible des échantillons sont pris directement dans les tubes RPE. Pour ce faire nous 
avons utilisé une sphère intégrante, ce qui permet de palier les phénomènes de diffusion.  
A des rapports substoechiométriques de NO, les spectres RPE obtenus pour aa3 et pour 
ba3 (figure 4.20 A) sont similaires. Ils mettent en évidence une molécule de NO lié à un hème 
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comme 6ème ligand, le 5ème étant un noyau d'imidazole. L'allure de ces spectres est similaires à 
ceux obtenus avec la nytrosylmyo- et hémoglobine (Chien 1969; Dickinson & Chien 1971; Hori 
et coll. 1981) ainsi qu'avec des molécules chimiques modèles (Kon & Kataoba 1969). Les 
interactions entre l'électron non apparié du NO et l'atome d'azote sont caractérisées par une 
structure à trois pics, dans la zone g=2, provenant du couplage hyperfin (AHF). Une structure 
supplémentaire, dite "super hyperfine", rendant compte de l'influence du noyau imidazole sur le 
Fea3 (ASHF), est observée pour les oxydases bactériennes (figure 4.20 A) et mitochondriales 
(Brudvig et coll. 1980). Ces spectres ont été enregistrés à 50 K.  
Pour l'oxydase ba3, des concentrations de NO plus élevées entraînent une augmentation 
de l'intensité du spectre mais son allure reste identique (figure 4.20 bas). Par contre, pour aa3 une 
modification du spectre est observée lors des expériences à plus hautes concentration de NO. 
Pour une stoechiométrie de 5:1, la structure hyperfine, provenant de l'azote du NO, est 
considérablement modifiée (changement de force de couplage) et la structure super-hyperfine 
disparaît. Pour les concentrations stoechiométriques de NO, une superposition des deux spectres 
est observée. La disparition de certaines lignes caractéristiques du spectre à basses 
concentrations de NO, avec l'augmentation de [NO], dénote la transformation du signal plutôt 
qu'une superposition de deux signaux. Cette modification du signal pourrait être dûe à une 
rotation du plan Fea3-N-O par rapport au plan de l'histidine lié à l'hème (H411) (voir discussion). 
La grande similarité entre les spectres RPE de ba3 et ceux de l'oxydase aa3 à basses 
concentrations étaye l'hypothèse de deux sites de fixation pour le NO dans le site actif de aa3 de 
P. denitrificans. En effet, l'activité NO réductase de la CcO ba3 de T. thermophilus exclut la 
présence de deux molécules de NO à l'équilibre.  
Les spectres de l'oxydase aa3 enregistrés à 15 K (figure 4.20 B) montrent l'apparition 
d'une nouvelle espèce paramagnétique non identifiée précédemment autour de g=4 lorsque la 
concentration de NO augmente. De plus, ce spectre n'est pas observé lors de nos expériences sur 
l'oxydase ba3 indépendamment de la concentration de NO utilisée.  
4.2.5 Discussion. 
L'ensemble des expériences de spectroscopie pompe-sonde menées sur l'oxydase aa3 de 
P. denitrificans, ont permis d'identifier un second site de fixation pour le NO, occupé dès les 
concentrations de NO physiologiques (<1 µM). Ces expériences ont été associées à des études 
RPE ainsi qu'à une approche comparative avec l'oxydase ba3 de T. thermophilus. Nos résultats 
établissent clairement l'occupation de ce second site dès les faibles concentrations de NO et 
permettent de proposer les caractéristiques structurales de cette interaction. 
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Figure  4.20 : A / Spectres RPE de CcO aa3 réduite de P. denitrificans (en haut) et CcO ba3 de 
T. thermophilus (en bas) en présence de quantités croissantes de NO. Les spectres sont 
mesurés à 50 K.  
B/ Spectres RPE de CcO aa3 réduite de P. denitrificans en absence (ligne pointillée) ou en 
présence de NO en excès (ligne continue). les spectres sont mesurés à 15 K. 
4.2.5.1 Cinétiques de recombinaison : CcO aa3. 
Les cinétiques de recombinaison mesurées à l'échelle nanoseconde (≤ 2 ns) (Figure 4.14 
A) montrent une phase rapide avec une constante de temps de 200 ps. L'amplitude de cette phase 
augmente avec la concentration de NO. Ces résultats, complétant ceux obtenus précédemment 
sur une échelle limitée à 300 ps (Vos et coll. 2001), permettent d'exclure que l'influence de la 
concentration puisse être due à la présence de deux molécules de NO en compétition pour se 
fixer sur l'hème (voie 2 figure 4.13). Cette phase rapide est attribuée à une seule molécule de 
NO, dont la recombinaison est influencée par la fixation d'une seconde molécule de NO dans ou 
en dehors du site actif, créant un encombrement stérique gênant la sortie du site actif. Les 
courbes de saturation de l'intensité de l'impulsion excitatrice (figure 4.17) confirment notre 
hypothèse basée sur les données cinétiques. La dépendance de la concentration de NO ne peut 
être expliquée que par des dissociations multiples d'une même molécule de NO pendant la durée 
du flash (5 ns). 
La présence d'une phase de 20 ns, elle aussi dépendante de la concentration de NO, 
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indique le caractère multiphasique de la recombinaison géminée (la molécule photodissociée 
revient sur sont site de départ). Si on estime qu'à hautes concentrations de NO, 90% de ce ligand 
recombine selon une phase de 200 ps, et ~8 % ne se réassocie pas sur une échelle 
submilliseconde, cela implique que ~2 % des molécules de NO se réassocient à l'hème a3 avec 
une constante de temps de 20 ns. Dans le modèle le plus simple, la constante microscopique de 
recombinaison est alors ~100 ns (figure 4.21). Cette phase peut être attribuée à la réassociation 
de la molécule de NO photodissociée. Les échelles de temps très différentes pour les deux phases 
indiquent deux mécanismes distincts de recombinaison. La phase de 200 ps refléterait une 
réassociation du NO encore présent dans le site actif et celle de 20 ns la recombinaison d'une 
molécule située hors de la poche catalytique (voir figure 4.21B).  
Les cinétiques suivies de la nanoseconde à la milliseconde sont en accord global avec 
celles publiées par Blackmore (Blackmore et coll. 1991). Ces auteurs ont trouvé une cinétique 
biphasique de la recombinaison du NO sur l'oxydase mitochondriale en présence de 
concentrations importantes de NO en utilisant une détection nanoseconde.  
Une recombinaison très faible est observée pour les basses concentrations de NO, sur les 
échelles de temps pico- à microseconde. Si on attribue cette recombinaison à une population qui, 
dès les faibles concentrations, lie deux molécules de NO, ceci implique que lorsqu'une seule 
molécule de NO est présente dans le site actif, il n'y a pas de recombinaison géminée sur l'hème 
a3. Nous proposons, par analogie avec le CO, qu'après photodissociation, le NO se lie au CuB, 
site à partir duquel il sort de la protéine. Cette hypothèse est supportée par le temps de transfert 
du NO depuis le CuB vers le Fea3 qui peut être estimé <10 µs à partir des données obtenues pour 
l'oxydase mitochondriale par Blackmore (Blackmore et coll. 1991) si on suppose que le NO se 
fixe sur le CuB avant de se fixer sur l'hème a3. Cette valeur est beaucoup plus rapide que le temps 
que nous avons mesuré pour la recombinaison bimoléculaire de l'oxydase aa3 de P. denitrificans 
(>1 ms). Ce comportement, établi expérimentalement, est très similaire à celui du CO, et suggère 
le rôle ubiquitaire du CuB servant de porte de sortie (et d'entrée ?) pour les ligands diatomiques y 
compris le NO. Ce n'est pas l'hypothèse communément admise pour le NO. 
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Figure  4.21 : Modèles décrivant la dynamique du NO après photodissociation lorsque 1 NO 
(A) et 2 NO (B) sont présents dans le site actif. 
4.2.5.2 L'oxydase ba3. 
Une phase de 15 ns est observée pour la recombinaison du NO sur l'oxydase ba3. Si on 
suppose qu'après la photodissociation, le NO se lie au CuB avant de revenir sur l'hème, la vitesse 
de transfert de ligand du CuB au Fea3 est beaucoup plus rapide que celle observée pour aa3, 
reflétant une affinité de l'hème pour le NO plus importante de l'oxydase ba3 de T. thermophilus 
que celle de aa3 de P. denitrificans. Des études de spectroscopie infrarouge résolues dans le 
temps seraient nécessaires pour caractériser l'intermédiaire CuB-NO. Il est, à première vue, 
surprenant de constater que malgré sa forte activité NO réductase, l'oxydase ba3 forme une 
liaison très stable avec le NO. Ceci indique une grande différence d'affinité entre les deux sites 
de fixation : Fea3 et, très probablement, CuB. Une telle différence n'est pas observée chez 
l'oxydase aa3 puisque dès les concentrations stoechiométriques de NO, il existe une population 
ayant deux NO fixés. Ce comportement est réminiscent de la grande affinité de ba3 pour 
l'oxygène par rapport à celle de aa3. 
4.2.5.3 Résultats RPE. 
Des études RPE ont été effectuées dans le but de caractériser la nature du second site de 
fixation. Comme attendu un signal correspondant à la liaison d'un molécule de NO à un hème 
84 
possédant un noyau imidazole comme 5ème ligand est observé à de faibles stoechiométries de NO 
pour aa3 et pour ba3. Pour aa3, l'augmentation de la concentration de NO modifie 
considérablement le spectre. Les structures superhyperfines disparaissent. Elles sont attribuées 
aux interactions "trans" du NO avec l'histidine liée à l'hème. Une interprétation de ce 
comportement serait la rupture de la liaison His411-Fea3. Un signal similaire, obtenu récemment 
après l'ajout d'un très fort excès de NO par rapport à l'oxydase aa3 mammifère réduite, a, en 
effet, été interprété comme la rupture de la liaison histidine-hème (Pearce et coll. 2003). 
Il a été montré que le NO était susceptible de provoquer une telle rupture en particulier 
sur l'hémoglobine nitrosylée (Hb-NO). Cependant, si la liaison entre l'histidine et l'hème était 
rompue, le spectre d'absorption de l'oxydase devrait être profondément modifié. Or ce n'est pas le 
cas. Les spectres, mesurés à hautes concentrations de NO avant les expériences RPE, sont 
similaires à ceux présentés Figure  4.10. Ce résultat constitue un argument contre cette hypothèse.  
Les structures cristallographiques des complexes hémoglobine–NO et myoglobine–NO 
(code pdb : 1PRS, 1NPF et 1HJT) montrent que la distance Fe–His est de 2,1 et 2,3 Å 
respectivement dans le cas d'un hème hexacoordonné. Dans la structure de l'état pentacoordonné, 
cette distance passe à 4,1 Å. Pour les structures 3D des oxydases aa3 à l'état oxydé 
(Fea33+,CuB2+), la distance Fea3-His est de 2,1 et 1,9 Å pour la CcO de P. denitrificans (Iwata et 
coll. 1995) et de mammifère (Tsukihara et coll. 1995), respectivement. La structure 3D CcO-NO 
n'est pas disponible, mais les informations données par les structures dans différents états de 
réduction et de ligation (CcO-N3 et CcO-CO) indiquent que la position du CuB est modifiée, 
mais que la distance Fea3 –Nε2 (His 376) n'est pas sensiblement affectée. Les résultats obtenus 
lors de simulations des structures de l'oxydase aa3 de P. denitrificans avec deux molécules de 
NO fixés dans le site actif, montrent également une grande stabilité de la distance Fea3-His411 
((Vos et coll. 2001) et ci-dessous). De plus, dans l'oxydase ba3, la distance fer-histidine est 
sensiblement plus grande (3,3 Å) (Soulimane et coll. 1995) et le signal observé est celui d'un 
hème hexacoordonné. Ces indications, notamment en spectroscopie visible, sont en contradiction 
avec l'interprétation de Pearce et coll. (Pearce et coll. 2003) qui concluent à la rupture de la 
liaison fer-histidine. Notre interprétation de ce signal, aux vues des résultats obtenus avec ba3, 
est différente (Pilet et coll. 2004). 
Les structures Hb-NO et Mb-NO montrent que lorsque l'hème est hexacoordonné, le plan 
Fe-N-O et le plan de l'histidine sont quasi parallèles (<15°) permettant ainsi un bon 
recouvrement des orbitales π du NO et de l'histidine. Par contre, lorsque la liaison Fe-His est 
distendue, cet angle augmente (>25°) (Chan et coll. 2004). Ces constatations suggèrent que 
l'apparition d'un signal d'un hème "pentacoordonné" à hautes concentrations de NO serait due à 
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la rotation du NO lié à l'hème, due à la présence de NO dans le 2nd site de fixation. Dans ce cas, 
il n'y aurait plus recouvrement des orbitales π et le signal superhyperfin disparaîtrait. 
Par ailleurs, le signal dans la zone g=4, présenté figure 4.20 B, ne correspond à aucun 
signal connu pour l'oxydase aa3. Les interactions entre les métaux de transition est le NO sont 
susceptibles de donner un signal dans cette zone spectrale. Or le seul métal, autre que le fer 
hèmique, présent à proximité de l'hème a3 est le CuB. Ce signal pourrait refléter la fixation du 
NO sur le CuB (Pilet et coll. 2004).  
4.2.5.4 Modélisations moléculaires. 
Des modélisation par minimisation de l'énergie de la structure de l'oxydase liant le NO 
ont été effectuées afin d'étudier la possibilité d'une rotation, telle qu'envisagée ci dessus. Lors 
d'études précédentes, des minimisations indiquaient que la présence d'une molécule de NO sur le 
CuB, influençait l'angle entre le plan Fe-N-O et celui de l'histidine. Cependant, les valeurs alors 
obtenues ne permettaient pas d'expliquer les résultats RPE. Afin d'éviter de piéger la structure 
dans un minimum local, des modélisations supplémentaires ont été effectuées sur des structures 
avec un seul NO, fixé sur l'hème a3 et avec deux NO, un sur l'hème et un sur le CuB, en associant 
un chauffage à 300 K et des simulations de la dynamique moléculaire selon la figure 4.22. 
Les structures issues des modélisations présentés figure 4.23, montrent l'effet de la 
fixation du NO sur le CuB. La distance entre CuB et His 276 (figure 4.23 C) augmente (de 1,7 Å à 
3,7 Å). Par contre, comme précédemment décrit (Vos et coll. 2001), la distance Fe-His376, et 
CuB-Fea3 ne sont pas affectées. De plus, lorsque une molécule de NO est présente dans le site 
actif le plan Fe-N-O est presque parallèle au plan de l'histidine 411 (~14°) (figure 4.23 A) alors 
que la présence d'une seconde molécule fixée sur le CuB provoque une rotation, l'angle devenant 
presque droit (77°) (figure 4.23 B). La présence d'une seconde molécule de NO, fixée sur le CuB, 
provoque donc la rotation du NO fixé sur le Fea3. Ce mouvement permet d'expliquer la 
disparition du couplage His-NO à hautes concentrations de NO observée lors des expériences 
RPE.  
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Figure  4.22 : Schéma des différentes étapes de la modélisation des interactions CcO aa3 de 
P. denitrificans avec le NO. 
L'hypothèse de la rotation du NO induite par la présence d'une seconde molécule sur le 
CuB, permet de concilier les résultats spectroscopiques et RPE. Pour confirmer cette supposition, 
il serait nécessaire de cristalliser l'oxydase en présence de concentrations variables de NO. Les 
structures ainsi obtenues permettraient de vérifier la validité de notre modèle. 
Les études RPE précédentes sur les interactions CcO-NO donnent des informations 
contradictoires. Si un signal "hexacoordonné" est toujours observé à faibles concentrations de 
NO (Brudvig et coll. 1980), les résultats à hautes concentrations sont différents selon les auteurs. 
En 1979, Stevens et collaborateurs notent l'absence de signal attribué à l'interférence entre un 
NO fixé sur le Fea3 et un sur le CuB (Stevens et coll. 1979), Blokzijl et Stevens, en 1981, 
observent un signal "hexacoordonné" (Blokzijl-Homan & Van Gelder 1971; Stevens & Chan 
1981)  Pearce et collaborateurs obtiennent un signal "pentacoordonné" (Pearce et coll. 2003). 
Nos résultats, présentés figure 4.19 au centre, montrent un signal de type "pentacoordonnée" 
(Pilet et coll. 2004). Ces résultats divergents peuvent être expliqués, notamment, par la source de 
l'oxydase et par son état. 
Nos expériences ont été réalisées sur l'oxydase aa3 de P. denitrificans alors que les autres 
études ont été faites sur l'oxydase mitochondriale. De plus, lors des études les plus anciennes, 
l'hydrosulfite est utilisé comme réducteur de l'oxydase, or ce produit chimique est également 
susceptible de réduire le NO en N2O. Le signal obtenu par Pearce et coll. est similaire au nôtre, 
mais il a été obtenu dans des conditions différentes : le NO, à concentrations élevées, était utilisé 
comme compétiteur du cyanure. Afin de nous affranchir de ces variables, nous avons pris deux 
précautions : l'utilisation d'ascorbate comme réducteur plutôt que l'hydrosulfite (Brudvig et coll. 
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1980). De plus nous avons enregistré le spectre d'absorption UV-visible avant les expériences 
RPE, afin de connaître précisément l'état redox et l'état de liaison de notre protéine. 
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Figure  4.23 : Structure modélisée du site actif de l'oxydase aa3 de P. denitrificans avec une 
molécule de NO liée à l'hème a3 (A) et avec deux NO liés à l'hème a3 et au CuB (B). Le plan de 
l'histidine 411 est perpendiculaire à celui de la feuille.  
Les figures C et D montrent le déplacement des résidus du site actif avec 1 et 2 NO 
respectivement. (Figures préparées avec Rasmol®) 
 
4.2.6 Conclusion. 
Nous avons montré la présence d'un second site de fixation du monoxyde d'azote sur 
l'oxydase aa3 de P. denitrificans. L'effet de la concentration du NO étant visible dès les faibles 
stoechiométries, l'affinité des deux sites doit être proche. Des études sur l'oxydase 
mitochondriale avaient suggéré le CuB comme second site de fixation du NO. Cette hypothèse 
est supportée par la forte homologie entre les cytochrome c oxydases et les NO-réductases, où 
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deux molécules de NO sont présentes simultanément dans le site actif. La cytochrome c oxydase 
ba3 de T. thermophilus, dont l'activité NO-réductase (Giuffrè et coll. 1999) n'autorise pas la 
coprésence de deux molécules de NO dans le site actif à l'équilibre, a également été étudiée. Les 
cinétiques de recombinaison à temps courts (<50 ns), où la recombinaison bimoléculaire est 
exclue, ne révèlent aucune influence de la concentration de NO en accord avec les conclusions 
tirées des études avec aa3.  
Les expériences RPE, réalisées avec des concentrations de NO physiologiques 
(<0,5 µM), ont également montré une forte influence de la concentration de NO. Le spectre 
obtenu sur l'oxydase aa3 à basse concentration est similaire à celui obtenu avec ba3, ce qui 
indique la liaison du NO sur un fer hémique, et la présence d'une histidine en trans. Le spectre 
obtenu aux plus fortes concentrations est caractéristique d'une liaison NO-hème, mais 
l'interaction avec l'histidine proximale n'est plus détectable. Nous proposons la rotation du NO, 
induite par la présence d'une seconde molécule de NO dans le site actif. Il n'y a alors plus 
recouvrement des orbitales π du NO et de l'histidine, en accord avec nos simulations. Les 
expériences RPE n'ont pas permis d'attribuer définitivement le CuB comme le second site de 
fixation. Cependant, l'apparition, avec l'augmentation de la concentration de NO, d'un signal, 
jusqu'alors jamais décrit, indique que le NO se fixe sur un métal. Le CuB est donc le candidat le 
plus probable pour ce second site. 
En conclusion, la liaison d'une seconde molécule de NO sur le CuB, induirait une 
contrainte stérique gênant la sortie du NO photodissocié du site actif, qui contraindrait le NO lié 
à l'hème à une rotation de ~90°, au moins à basse température. 
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4.3 Transfert d'électrons dans la cytochrome c oxydase  
mitochondriale. 
La réduction de l'oxygène par la cytochrome c oxydase nécessite quatre électrons fournis 
par le Cc. De nombreuses études ont permis d'établir que les électrons entrent dans la CcO au 
niveau du CuA, puis sont transférés via l'hème a au site actif (hème a3 et CuB). La vitesse du 
transfert CuA-hème a, a été déterminé à 300 µs (voir chap 2.23), en bon accord avec les modèles 
théoriques. Par contre, des divergences persistent pour le transfert intrinsèque d'électrons (ET) 
entre l'hème a et l'hème a3. En effet, comme indiqué lors du chapitre 2, il n'existe pas, à l'heure 
actuelle, de technique permettant de mesurer le transfert d'électrons entre les hèmes dans le sens 
physiologique : de l'hème a vers hème a3. La formation de l'état "mixed valence" (MV) permet 
l'étude de ce transfert dans le sens inverse du physiologique, de l'hème a3 vers l'hème a. On parle 
d'expérience de "back-flow". Sous la forme MV, l'hème a de la CcO est oxydé, l'hème a3 réduit 
et lié à une molécule de monoxyde de carbone (CO), le CuA oxydé et le CuB réduit (CuA2+, Fea3+, 
Fea32+-CO, CuB+). La fixation du CO sur le site actif piège les électrons sur l'hème a3. 
L'excitation lumineuse de l'oxydase dissocie le CO et les électrons sont alors redistribués dans la 
protéine, et en premier lieu entre l'hème a3 et l'hème a. Il est alors possible de suivre ce 
déplacement en mesurant les variations spectrales.  
Par des expériences de type "back-flow", une phase de 3 µs, attribuée au transfert des 
électrons depuis l'hème a3 vers l'hème a, a été découverte par Oliveberg (Oliveberg & 
Malmstrom 1991) en 1991. Ces résultats ont été confirmés par Verkhovsky et Einarsdottir 
(Verkhovsky et coll. 1992; Einarsdottir et coll. 1995). Or cette vitesse est inférieure à celle 
calculée dans certains modèles (Page et coll. 1999; Tan et coll. 2004). En 2001, Verkhovsky et 
collaborateurs ont postulé l'existence d'une phase plus rapide sur la base des spectres de 
photodissociation des espèces MV-CO et FR-CO à 100 ns. Cette proposition est remise en cause 
par les expériences de Namslauer et collaborateurs, avec une précision de 10 ns. Ces auteurs 
attribuent cette différence à des interactions entre hèmes (Namslauer et coll. 2002). Les résultats 
décrits dans ce chapitre, obtenus par des expériences de back-flow étudiées de 40 ps à 4 ns avec 
une résolution de ~100 fs, prouvent l'existence d'une phase rapide de transfert des électrons entre 
les hèmes.  
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4.3.1 Spectroscopie à l'équilibre. 
4.3.1.1 Spectre UV/visible de l'oxydase 
Le spectre d'absorption visible de la CcO est constitué essentiellement des contributions 
des hèmes a et a3. Afin de distinguer la contribution de chacun des deux hèmes dans ce spectre, 
différentes décompositions ont été effectuées (Yonetani 1960; Vanneste 1966; Liao & Palmer 
1996). Pour ce faire ces auteurs ont utilisé le cyanure (CN-) qui se fixe sur l'hème a3 oxydé. 
L'ajout de réducteur, hydrosulfite par exemple, provoque la réduction rapide de l'hème a, l'hème 
a3 restant oxydé. L'hème a3 est réduit ultérieurement en une phase lente.  
 
En soustrayant les spectres des espèces 3 – 2, le spectre de l'hème a réduit moins oxydé 
est ainsi obtenu. Parallèlement, le spectre de différence réduit moins oxydé de la protéine non 
liée, est mesuré, il correspond à : a2+, a32+ – a3+, a33+. Le spectre réduit moins oxydé de l'hème a3 
est donc obtenu en soustrayant le spectre de différence de l'oxydase à celui de l'hème a. La 
Figure  4.24 montre les spectres de différence des hèmes a et a3. Les variations existantes entre 
les différentes décompositions publiées sont, au moins partiellement, attribuables à la difficulté 
d'obtenir, dans les premières expériences, un spectre à l'équilibre de l'état 3. Ce problème a été 
résolu par Liao et Palmer en utilisant un spectrophotomètre rapide (Liao & Palmer 1996). 
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Figure  4.24 : Spectres de différence réduit moins oxydé de l'oxydase aa3 (ligne pleine), de 
l'hème a (tirets) de l'hème a3 (pointillés) et la différence entre les hèmes a et a3. 
D'après (Liao & Palmer 1996). 
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4.3.1.2 Formation de l'état "mixed valence" (MV). 
L'état MV est obtenu en incubant l'oxydase non réduite avec du CO. Le CO ne peut se 
fixer que sur l'hème a3 réduit. L'activité CO oxydase de la cytochrome c oxydase, selon la 
réaction ci-dessous, libère les électrons nécessaires à la réduction du site actif (Bickar et coll. 
1984; Brzezinski & Malmstrom 1985). 
CO + H2O ? CO2 + 2H+ + 2e  
La vitesse de formation de l'espèce MV est variable d'un échantillon à l'autre, par ailleurs, 
des facteurs tels que la température, le pH (Brzezinski & Malmstrom 1985) ou l'illumination 
semblent influer la cinétique de formation de MV. Une forte proportion de MV est obtenue 
assurément en ajoutant le CO sur l'oxydase dégazée et en laissant l'échantillon équilibrer la nuit à 
4°C.  
4.3.1.3 Caractéristiques spectrales de l'état MV. 
L'obtention de la forme MV, à partir de la CcO oxydée, se traduit par un déplacement 
caractéristique du pic dans la bande Soret de 420 à 430 nm ainsi que l'apparition d'un pic à 590 
nm (figure 4.25). Ces modifications spectrales traduisent la réduction de l'hème a3 et la liaison du 
CO. L'intensité de ces variations permet d'estimer la fraction d'oxydase sous forme MV (entre 
90% et 100%). La réduction complète de l'enzyme par l'hydrosulfite induit un déplacement du 
maximum de l'absorption dans la bande Soret de 420 à 443 nm, accompagné d'un affinement du 
pic. Dans la bande α, on observe une forte augmentation de l'absorption à 605 nm. L'ajout de CO 
sur l'oxydase réduite provoque une diminution de l'absorption à 443 nm concomitant à 
l'apparition d'un pic à 430 nm. De même, au niveau de la bande α, la diminution à 605 nm est 
associée à l'accroissement de l'absorption à 590 nm. Ces phénomènes révèlent la fixation du CO 
sur l'hème a3. 
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Figure  4.25 : Spectres d'absorption de l'oxydase aa3 mitochondriale dans l'état oxydé  
(_______), réduit       (- - - - - - -), réduit liant CO ( ………), mixed valence (MV) (▪  ▪  ▪). 
L'insert représente le spectre de différence RedCO moins Red. Les valeurs sont multipliées 
par 20 pour les longueurs d'onde > 435 nm 
4.3.2 Spectroscopie résolue dans le temps. 
Le but de nos expériences était de tester l'hypothèse d'un transfert d'électron très rapide 
(<10 ns) entre les hèmes de la cytochrome c oxydase. Les modifications spectrales provoquées 
par la photodissociation du CO des espèces MV-CO et FR-CO, sont suivies sur une échelle de 4 
ns avec une résolution de 100 fs. Cette zone temporelle n'avait alors jamais été investiguée. 
Namslauer et collaborateurs ont étudié ces modifications entre 0 et 600 ps et après 10 ns 
(Namslauer et coll. 2002). 
4.3.2.1 Spectres de photodissociation. 
Les modifications spectrales induites par la photodissociation du CO de l'oxydase dans 
l'état réduit et l'état mixed valence sont suivies de 400-580 nm et de 540-615 nm, afin d'obtenir 
des informations sur les bandes de Soret et α respectivement. La différence d'intensité des pics 
dans ces deux régions nécessite l'utilisation d'échantillons de concentrations différentes pour les 
expériences dans la bande α (150 µM) et Soret (45 µM). Nous utilisons un faisceau de la pompe 
polarisé perpendiculairemant à celui de la sonde afin de minimiser les phénomènes de diffusion 
du faisceau pompe. 
Les spectres de l'oxydase à l'état FR-CO, sont enregistrés 40 ps, 1 ns et 4 ns après 
photodissociation (figure 4.26 A). Une augmentation de l'absorption à 444, 570 et 606 nm 
accompagné d'une diminution à 428, 545 et 589 nm sont observées. Ces effets sont 
caractéristiques de la rupture de la liaison Fe-CO et de l'apparition d'hème non lié. Précisons que 
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ce spectre de photodissociation du CO n'est pas identique à celui calculé à partir des spectres 
mesurés à l'équilibre, puisqu'un léger décalage de ~1 nm est observé (Figure  4.26 C). Or, des 
études précédentes ont montré qu'après dissociation du Fea3, le CO se fixait sur le CuB en ~1 ps 
(Dyer et coll. 1991), probablement de manière balistique (Liebl et coll. 1999), et que les hèmes 
excités relaxaient en moins de 30 ps (Stoutland et coll. 1991; Liebl et coll. 1999). A 40 ps, les 
états excités étant relaxés, la différence entre le spectre de dissociation du CO à l'équilibre et à 
temps court (submicroseconde) peut être attribuée à la présence du CO sur le CuB (Einarsdottir 
1995). 
Le spectre de photodissociation de l'oxydase à l'état MV ressemble à celui décrit ci-
dessus : maxima à 442, 569 et 605 nm, minima à 428, 545 et 590 nm. Cependant, contrairement 
à l'échantillon FR-CO, une évolution spectrale est observée sur l'échelle de 4°ns, comme indiqué 
par les flèches sur la figure 4.26 B.  
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Figure  4.26 : Evolution spectrale après la photodissociation du CO de la CcO réduite (A) et 
mixed valence (B). Les spectres ont été enregistrés 40 ps, 1 ns et 4 ns après la dissociation. 
Les flèches indiquent l'évolution des spectres. La concentration des échantillons était de 
45 µM pour les mesures dans la bande Soret et 150 µM pour la bande α. 
La figure C montre la superposition du négatif du spectre de photodissociation à 40 ps de FR 
et du spectre FR-CO moins FR.  
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La Figure  4.27, représentant la superposition des spectres de dissociation de FR et MV 
normalisés à 428 nm, indique clairement leur différence, quelque soit le facteur de normalisation 
utilisé pour compenser la formation partielle de MV. Cette différence peut être attribuée, soit à 
une influence de l'état redox de l'hème a sur le spectre de l'hème a3, soit à un transfert d'électron 
ultrarapide (<40 ps). L'allure du spectre de différence (Figure  4.27 bas) est très différente de 
celui attendu pour un transfert d'électron (Figure  4.27 à droite). Nous attribuons donc cette 
différence à l'interaction entre les hèmes a et a3, en effet, l'état redox de l'hème a est susceptible 
de modifier les transitions électroniques de l'hème a3. Une telle interaction a déjà été proposée 
pour expliquer les variations spectrales observées pour d'autres états du site actif (Blair et coll. 
1982; Einarsdottir 1995). 
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Figure  4.27 : Spectres mesurés 40 ps après photodissociation du CO de la cytochrome c 
oxydase réduite (FR-CO trait continu) et mixed valence (MV-CO trait pointillé) normalisés à 
428 nm. La partie basse montre le spectre de différence FR moins MV. 
La figure de droite montre le spectre théorique d'un transfert d'électron de l'hème a3 vers 
l'hème a  (Liao & Palmer 1996). 
4.3.2.2 Evolution spectrale et transfert d'électrons. 
Les cinétiques présentées figure 4.28, montrent la variation de l'absorption à 430 et 605 
nm après photodissociation du CO de FR-CO (cercles pleins) et de MV-CO (cercles vides). La 
rupture de la liaison Fea3-CO se traduit, tout particulièrement, par une diminution de l'absorption 
à 430 et une augmentation à 605 nm. Lorsque l'oxydase est réduite, aucune évolution majeure 
n'est détectable sur la fenêtre de 4 ns (voir Figure  4.28 cercles pleins et Figure  4.26A). Par 
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contre, l'absorption de l'oxydase dans l'état MV, varie à 605 et à 430 nm (Figure  4.28 cercles 
vides et Figure  4.26B). Les cinétiques mesurées à 605 et 430 nm peuvent être décrites par une 
fonction monoexponentielle avec une constante de temps de 1,2 ± 0,1 ns.  
 
Figure  4.28 : Cinétique de l'absorption à 430 nm (partie gauche) et à 605 nm (partie droite) 
après photodissociation du CO sur la cytochrome c oxydase réduite (cercles plein) et MV 
(cercle vide). 
Afin de déterminer la nature du phénomène associé à cette évolution spectrale, le spectre 
associé à la phase de 1,2 ns est calculée (Figure  4.29). Le spectre obtenu est comparé aux valeurs 
calculées à partir des mesures faites à l'équilibre par Liao et Palmer (Liao & Palmer 1996) (ligne 
sur la Figure  4.29) en supposant que tous les électrons qui quittent le Fea3 vont au Fea. Il 
correspond à la transition : a32+, a3+ ? a33+, a2+. La bonne adéquation des spectres 
expérimentaux avec celui calculé autorise l'attribution de cette cinétique à un transfert rapide des 
électrons de l'hème a3 vers l'hème a.  
Connaissant les coefficients d'absorption molaire de chaque hème (Liao & Palmer 1996), 
et la concentration de l'enzyme, nous avons pu estimer la proportion des électrons se trouvant sur 
l'hème a après 4 ns en normalisant les spectres de photodissociation par rapport aux spectres de 
référence. Les facteurs de normalisation choisis, 11 % et 16 % d'électrons transférés par 
molécule de CO dissociée pour la bande Soret et  α respectivement, permettent d'obtenir une 
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bonne superposition des valeurs mesurées avec celles calculées comme le montre la figure 4.29. 
Les légères variations peuvent être attribuées, entre autre, aux différences entre les spectres de 
références mesurés à l'équilibre, et ceux mesurés à temps courts où le CO est lié au CuB et les 
interactions entre les hèmes évoquées ci-dessus. 
 
Figure  4.29 : Spectre de la composante de ~1,2 ns. Les cercles représentent les données 
expérimentales et la courbe, le spectre calculé (Fea32+, Fea3+ moins Fea33+, Fea2+) Le transfert 
d'électrons d'un hème à l'autre est ~13% ± 3 
4.3.2.3 Discussion.  
Cette étude montre une phase rapide de transfert d'électron entre les hèmes a3 et a qui est 
évaluée à 1,2 ns par spectroscopie d'absorption pompe sonde avec une résolution de 100 fs et sur 
une échelle de 4 ns. Cette valeur, obtenue lors d'expérience de type "backflow", est probablement 
le plus rapide établie pour un transfert d'électron physiologique dans un système non 
photoactivable naturellement. L'existence de cette phase rapide est une sujet de controverse dans 
la littérature tant au niveau expérimental (Verkhovsky et coll. 2001; Namslauer et coll. 2002) 
qu'à celui des calculs théoriques (Regan et coll. 1998; Zheng et coll. 2003; Tan et coll. 2004).  
• Expériences "back-flow" antérieures. 
En 2001, Verkhovsky et collaborateurs observent, dans la bande α, une différence entre 
les spectres de photodissociation de MV-CO et FR-CO mesurés à 100 ns. Comme cette 
différence semble caractéristique d'un transfert des électrons du Fea3 vers Fea, ces auteurs 
prédisent l'existence d'une phase "ultra-rapide" de transfert d'électron (Verkhovsky et coll. 2001). 
Les études menées par Namslauer et coll., montrent également des différences spectrales dans la 
bande Soret. Cependant, les auteurs n'observent aucune évolution spectrale et indiquent que les 
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modifications spectrales observées sur une échelle inférieure à 600 ps, ne peuvent correspondre à 
un transfert d'électron (Namslauer et coll. 2002). Nos expériences, dans une échelle de temps non 
encore étudiée (40 ps-4 ns), ont permis d'établir une constante de temps de 1,2 ± 0,1 ns pour un 
transfert rapide d'électron. La faible amplitude des changements spectraux associés à cette phase 
comparée à celle de la photodissociation du CO, pourrait expliquer également la difficulté 
d'observer ce phénomène auparavant. 
La différence a32+, a3+ moins a33+, a2+ a été calculée à partir de différentes 
décompositions du spectre de la cytochrome c oxydase pour modéliser le spectre de la 
composante de 1,2 ns. La meilleur superposition a été obtenue avec la décomposition faite par 
Liao et Palmer (Liao & Palmer 1996) en estimant que la stoechiométrie de l'oxydation et de la 
réduction des hèmes était de 1:1. En revanche, la même procédure, testée par Namslauer et coll., 
ne leur a pas permis d'obtenir un spectre caractéristique d'un transfert d'électron décrivant leurs 
résultats. Cette non-superposition des spectres peut s'expliquer par des interactions entre les 
hèmes comme l'indiquent des études précédentes (Blair et coll. 1982; Einarsdottir 1995) qui 
s'ajoute aux changement spectraux du ET. Les spectres de photodissociation de MV-CO et FR-
CO, obtenus à 40 ps corroborent cette conclusion.  
• Calculs de kET. 
De nombreux groupes cherchent à modéliser le transfert des électrons au sein des 
protéines. Les différents modèles développés utilisent l'équation de Marcus (Marcus & Sutin 
1985). 
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où λ est l'énergie de réorganisation, κB le facteur de Boltzmann, T la température et V le 
couplage électronique. Ce dernier paramètre varie avec la distance entre les centres redox. Deux 
types de modèle sont développés. Dans l'un, les électrons "sautent" d'un cofacteur à l'autre et la 
protéine est traitée comme une barrière homogène (Page et coll. 2003). Alors, c'est uniquement 
la distance entre les cofacteurs qui détermine la vitesse de transfert des électrons. Par ailleurs, le 
facteur β qui rend compte de la densité électronique moyenne entre les centres, a été défini pour 
calculer V dans ce modèle. Dans les protéines ce facteur est estimé à 1,4 Å-1. Les distances sont 
ici mesurées bord à bord (Page et coll. 2003). Verkhovsky et collaborateurs ont utilisé cette 
approche pour estimer que la vitesse de ET se situe dans le domaine nanoseconde. L'autre 
modèle privilégie le transfert des électrons le long de quelques passages définis par la structure 
de la protéine, ce qui permet un contrôle structural du transfert d'électrons. Cette approche a été 
appliquée au transfert d'électrons au sein de la CcO par plusieurs groupes (Regan et coll. 1998; 
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Medvedev et coll. 2000; Tan et coll. 2004). En particulier, Tan et coll. ont combiné la recherche 
des meilleurs chemins et la dynamique moléculaire (Tan et coll. 2004). Ainsi, le chemin 
privilégié est le transfert direct d'un hème à l'autre. Le taux de transfert alors obtenu est 3. 108 s-1 
(correspond à un temps de ~3 ns) ce qui est en bon accord avec nos résultats (1,2 ns). 
• Origine de la phase de 3 µs. 
 
Figure  4.30 : Haut : La ligne pleine correspond à l'inverse du spectre associé à la phase de 2 
µs de l'oxydase FR-CO d'après (Georgiadis et coll. 1994), La ligne avec les cercles correspond 
à la phase de 1,2 ns présentée Figure  4.29. 
Bas : La superposition de la phase de 3 µs observée par Namslauer (Namslauer et coll. 2002)) 
et la somme des deux spectres du haut en prenant pour rapport des amplitudes des deux 
phases : 100% pour la phase de 2 µs et 25% pour la phase de 1,2 ns. 
 
Les expériences menées par Einarsdottir et collaborateurs indiquent que, pour l'oxydase 
FR-CO, le départ du CO du CuB, qui a lieu en 2 µs, est associé à une modification spectrale de 
l'hème a3. Si l'on admet que le départ du CO peut également influer le potentiel redox de l'hème 
a3, il paraît raisonnable de proposer que la phase de 3 µs associé au transfert d'électrons, dans 
MV-CO, correspondrait au départ du CO du CuB, qui induirait une modification du potentiel 
redox de l'hème a3 et donc une rééquilibration des électrons entre les hèmes. Ce modèle prédit 
que le spectre de la phase de 3 µs provient à la fois du départ du CO du CuB et du transfert 
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d'électrons de a3 vers a. Ceci expliquerait alors pourquoi l'allure du spectre associé à la phase de 
3 µs, attribué à un transfert d'électrons interhème (Oliveberg & Malmstrom 1991; Verkhovsky et 
coll. 1992; Einarsdottir et coll. 1995) est sensiblement différent de celui trouvé ici. Afin de tester 
cette hypothèse, nous avons additionné le spectre du transfert d'électrons de 1,2 ns à celui de la 
phase de 2 µs associée au départ du CO du CuB. La figure 4.30 montre ce spectre et celui trouvé 
par Namslauer et coll. en 2002. L'allure des deux spectres est proche et la différence observée 
peut être due au fait que le spectre associé au départ du CO du CuB ne peut être mesuré sur la 
CcO dans l'état FR et non MV. 
La figure 4.31 synthétise les résultats obtenus : à t=0, le CO est lié à l'hème a3, réduit 
comme le CuB. Les autres cofacteurs (CuA, hème a) sont oxydés. L'impulsion lumineuse 
provoque la rupture de la liaison Fe-CO. Le transfert du CO sur le CuB s'effectue en moins de 
1 ps (Dyer et coll. 1991). Le potentiel redox de l'hème a3 est alors fortement augmenté et les 
électrons se répartissent alors entre l'hème a3 et l'hème a avec une constante de temps de 1,2 ns. 
Nos expériences ont montré que cette phase correspondait à ~13 % d'oxydation de l'hème a3. Si 
l'on considère que cette phase de 1,2 ns atteint un équilibre, alors la constante d'équilibre 
K= [a3+,a32+,CuB+-CO]/[a2+,a33+,CuB+-CO]≈ 8 et donc la différence d'énergie libre ∆G vaut 
environ 50 meV. La vitesse d'équilibration mesurée (1,2 ns)-1 correspond à la somme kaller+kretour 
des constantes microscopiques du transfert aller a? a3 et retour a3? a. Or, K=kaller/ kretour, donc 
kaller =(1,4 ns)-1 et kretour=(10 ns)-1. Donc, la constante de temps intrinsèque de la réduction de 
l'hème a3 par l'hème a est de 1,4 ns. 
La phase de 3 µs, décrite précédemment (Oliveberg & Malmstrom 1991; Verkhovsky et 
coll. 1992; Einarsdottir et coll. 1995), peut être attribué au départ du CO du CuB,. Le potentiel 
redox de l'hème a3 serait alors, à nouveau diminué, ce qui modifierait l'équilibre entre les deux 
hèmes, et se traduirait par un transfert d'électron avec une constante de temps de 3 µs aboutissant 
à 40 % des électrons sur l'hème a3 et 60 % sur l'hème a (Einarsdottir 1995; Verkhovsky et coll. 
2001). Pour confirmer cette hypothèse, des expériences de photodissociation du CO de l'espèce 
MV-CO suivies dans l'infrarouge seraient nécessaires. 
4.3.2.4 Perspectives 
La réduction de l'oxygène par la cytochrome c oxydase n'est possible que si le site actif 
est réduit (Fea32+, CuB+). La fixation du dioxygène sur la CcO, se fait tout d'abord sur le CuB, 
puis si le Fea3 est réduit, O2 se fixe alors sur l'hème a3 où il est rapidement réduit (Bailey et coll. 
1996). Or, dans les conditions physiologiques, la concentration d'oxygène dans les tissus est 
faible (30 µM) (Brown & Cooper 1994) et la cytochrome c oxydase se trouve majoritairement 
dans l'état de réduction à deux électrons. Un électron se trouve sur le CuB et l'autre est sur l'un 
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des deux hèmes, leurs potentiels redox étant très proches (Moncada & Erusalimsky 2002). Si 
l'hème a3 est réduit au moment du passage de l'oxygène dans le site actif, celui-ci est capté. Si 
c'est l'hème a qui est réduit, alors l'efficacité de capture dépend de la vitesse de transfert des 
électrons vers l'hème a3. L'efficacité catalytique importante de la cytochrome c oxydase, même 
dans des conditions où le potentiel mitochondrial ne permet pas sa réduction totale, peut être 
attribuée à ce processus de transfert rapide des électrons entre les hèmes. 
 
Figure  4.31 : Schéma synthétisant les phases de transfert d'électrons après 
photodissociation du CO de l'oxydase dans l'état mixed valence. 
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4.4 Mutagenèse de l'oxydase aa3 de P. denitrificans. 
L'étude des interactions entre le NO et la cytochrome c oxydase aa3 de P. denitrificans a 
montré un effet de la concentration de NO sur la cinétique de recombinaison. A fortes 
concentrations, la recombinaison a majoritairement lieu en une phase de 200 ps dont l'amplitude 
augmente avec la quantité de NO présente. Cette phase est attribuée à une recombinaison 
géminée rapide due à la présence d'une seconde molécule de NO sur le CuB. Ceci crée une gêne 
stérique favorisant la réassociation du NO photodissocié (>90 %) plutôt que sa sortie de la 
protéine (<10 %). Afin de tester si une modification de l'environnement du site actif peut induire 
un changement de comportement similaire, la valine 279 de la SU I de l'oxydase aa3 de P. 
denitrificans a été substituée par d'autres acides aminés plus volumineux et/ou de polarité 
différente. Ces expériences de mutagenèse dirigée ont été entamées au laboratoire de génétique 
moléculaire du Pr. B. Ludwig à l'Université de Francfort. 
La substitution de la valine 279 par une isoleucine, résidu possédant également une 
chaîne latérale hydrophobe mais de taille supérieure, a pour conséquence une forte baisse de 
l'affinité de l'oxydase pour l'oxygène, sans que la fonction catalytique ne soit fortement affectée 
(Riistama et coll. 2000). Cet effet est attribué à une gêne stérique qui bloquerait le canal d'entrée 
de l'oxygène. La figure 4.32, représentant le site actif de l'oxydase aa3, montre la proximité de la 
valine 279, colorée en vert, avec le CuB.  
4.4.1 Modélisation moléculaire 
Des modélisations in silico de ces mutations sont effectuées, afin de nous guider dans le 
choix des acides aminés pouvant remplacer V279. Nous souhaitons induire une contrainte 
stérique au niveau du site actif, sans déstabiliser la fixation de l'hème à la protéine. Notre choix 
s'est porté sur le remplacement de la valine 279 par une leucine (L), une thréonine (T) et une 
asparagine (N).  
Le changement d'une valine par une leucine va augmenter l'encombrement stérique, alors 
que le remplacement par une thréonine modifie essentiellement la polarité de par la présence 
d'une fonction hydroxyle sur la chaîne latérale de Thr. La mutation valine-asparagine devrait 
changer à la fois la polarité, résultant de la présence de la fonction amide hydrophile, et 
l'encombrement stérique. L'objectif de cette mutagenèse est d'étudier l'influence de ces 
changements stériques et de polarité sur la fixation de ligand diatomique, notamment le NO, et 
sur les cinétiques de recombinaison. 
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Figure 4.32 : Site actif de l'oxydase aa3 de P. denitrificans avec une molécule de NO fixée sur 
l'hème a3. La sphère jaune représente l'atome de fer hémique et la sphère verte le CuB. La 
valine 279 est colorée en vert. 
 
 
 
Figure  4.32 : Superposition des structures minimisées des mutants en présence d'une 
molécule de NO fixée sur le fer de l'hème a3. Les structures sont centrées sur le Fea3. La 
valine 279 de la protéine sauvage est colorée en vert, la leucine de V279L en rouge, 
l'asparagine de V279N en bleu et la thréonine de V279T en turquoise. La molécule de NO 
suit le même code couleur 
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A partir de la structure de la cytochrome c oxydase aa3 de P. denitrificans préalablement 
minimisée à l'état réduit (Lambry et coll. 1999; Liebl et coll. 1999), les coordonnées des atomes 
de la valine 279 ont été remplacées par celles d'une leucine, d'une asparagine et d'une thréonine. 
Les nouvelles structures ainsi créées, ont ensuite été minimisées. La figure 4.33, montrant la 
superposition des trois mutants prospectés et de la protéine sauvage, modélise les effets du 
changement de l'acide aminé 279 sur la structure minimisée avec un NO lié au Fea3.  
Le tableau 4.5 synthétise les différences observées entre les mutants et la protéine 
sauvage. Pour le mutant V279T, la fonction hydroxyle n'est pas orientée vers le NO mais en 
direction de l'hème (vers le bas sur la figure ci-dessus). Les distances entre le Fea3 et le CuB ne 
sont pas affectées, de même le carbone terminal de la thréonine se trouve dans une position 
intermédiaire entre les deux carbones de la valine. Ainsi, la position de la molécule de NO n'est 
que peu affectée par cette mutation, de même que les autres acides aminés délimitant le site actif. 
Le changement de la valine (V279) par une asparagine modifie plus profondément la disposition 
des atomes dans le site actif : la distance Fe-CuB est augmentée, le NO effectue une rotation de 
~90°, l'azote et l'oxygène de la fonction amide sont à égale distance du NO. Pour le mutant 
V279L, l'allongement de la chaîne latérale induit une légère augmentation de la distance Fe-CuB 
mais surtout la fonction isopropyle réduit l'espace à la "gauche" de l'acide aminé, il en résulte 
une rotation du NO de 60°. Ces résultats indiquent l'importance de l'encombrement stérique sur 
la position du NO, comme l'avaient déjà montré les modélisations effectuées avec deux 
molécules de NO présentes dans le site actif. De plus, les modifications de la polarité de la 
chaîne latérale influent également sur la position de l'acide aminé. 
distance en Å sauvage V279L V279T V279N 
Fea3-CuB 4,6 4,7 4,7 5,0 
Fea3-N (NO) 1,7 1,7 1,7 1,7 
O(NO)-aa279 3,5 (CG1) et   3,3 
(CG2) 
3,4 (CD1) 3,0 (CG1) 3,2 (O) et 3,1 (N) 
N(NO)-aa279 4,3 (CG1) et   3,8 
(CG2) 
3,7 (CD1) 3,9 (CG1) 3,2 (O) et 3,6 (N) 
Tableau  4.5 : Distance entre les atomes des structures minimisées des mutants de la sous-
unité I de l'oxydase aa3 de P. denitrificans. 
Certes, les modélisations présentées ci-dessus, ont été obtenues par une simple 
minimisation et les résultats précédents ont montré que cette procédure ne permettait pas d'éviter 
les minima locaux. Mais, l'objectif de ce travail était de vérifier si les substitutions de la valine 
279 par les acides aminés sélectionnés étaient susceptibles d'influencer l'orientation du NO. Des 
modélisations supplémentaires, suivant la procédure décrite figure 4.22, vont être calculées. 
104 
4.4.2 Création des mutants. 
Les mutants V279L, N et T ont été créés en utilisant des oligonucléotides modifiés. Les 
premières étapes de mutagenèse ont été effectuées dans E. coli. La mutation du codon GTC 
codant pour la valine 279 du gène ctaDII (1680pb), qui code pour la sous-unité I de l'oxydase 
aa3, est effectuée sur la partie 5' du gène inséré dans un vecteur de type pSL1180, formant alors 
le vecteur pKDI (voir figure 4.34 A) 
mutant codon vecteur Séquences des oligonucléotides site de restriction 
V279 GTC pKD1 Ø Ø 
V279L CTC pEP10    cttcggccatcccgagctctatatcatcatcctgc SacI 
V279N AAC pEP11 gttcttcggccatccggagaactatatcatcatcctgc BspEI 
V279T ACC pEP12 cttcggccatcccgagacctatatcatcatcctgc BsaI 
Tableau  4.6 : Mutants créés et nom des vecteurs associés, la séquence des 
oligonucléotides mutants et les sites de restriction créés sont indiqués. Les bases mutées 
sont en italique, celles correspondant au codon 279 sont en gras et celles reconnues par le 
site de restriction, soulignées. 
Afin de tester l'effectivité de la mutagenèse, des sites de restriction supplémentaires ont 
été insérés comme décrit sur tableau 4.6. Une simple restriction enzymatique du plasmide muté 
permet de déterminer si les bases ont effectivement été mutées. La figure 4.33 présente les 
résultats de la digestion enzymatique des plasmides pEP10, 11 et 12 par XbaI (figure 4.34 B) et 
SacI, BspEI et BsaI respectivement. Les profils, obtenus sont conformes à ceux attendus (figure 
3.4) : la double restriction par XbaI et SacI de pEP10 (V279L) donne 3 bandes de 3287, 898 et 
154 bp, cette dernière étant difficile à visualiser. Le plasmide pKD1, contenant le gène non muté, 
montre une bande à 1052 pb après linéarisation. L'identification des colonies mutées se fait par 
l'observation de la bande autours de 1000 bp. La mutation V279N se traduit par l'apparition d'un 
site de restriction pour BspEI. La bande de 4339 pb, correspondant au plasmide linéarisé, est 
coupée en deux bandes de 3449 et 890 bp. Enfin, la présence de la mutation V279T dans le 
plasmide pEP12, se traduit par l'apparition d'un site de restriction pour BsaI. Il y a donc 
apparition de deux bandes à 2002 et 880 pb. 
Après la sélection des plasmides mutés, la partie 3' du gène ctaDII et la séquence codant 
pour six histidines, provenant de pKD3 est insérée dans le vecteur pEP10, 11 et 12 par restriction 
avec HindIII et BstXI suivie d'une ligation, formant les plasmides pEP13, 14 et 15 
respectivement (voir figure 4.34 B et C). A cette étape, nous contrôlons que les mutations sont 
toujours présentes par une nouvelle restriction par le même couple d'enzymes. Nous disposons 
alors du gène entier muté mais le plasmide est intégré dans E. coli. La dernière phase consiste 
donc à introduire le gène entier muté dans un vecteur permettant son intégration dans P. 
denitrificans, pUP39. Ce plasmide possède deux origines de réplication, une pour E. coli et une 
pour P. denitrificans, le promoteur du gène ctaDII, les gènes de résistance pour la streptomycine 
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et le chloramphénicol, et une séquence mob autorisant le transfert du plasmide par conjugaison. 
La création des vecteurs pEP16, 17 et 18, se fait par une double restriction des deux plasmides 
par HindIII et XbaI suivie d’une ligation. Le gène ctaDII est alors inséré juste en aval de son 
promoteur constitutif (figure 4.34 D). La présence des mutations est une nouvelle fois testée par 
une digestion enzymatique des plasmides ainsi formés.  
 
 
Figure  4.33 : Gel d'agarose à 0,7 % des digestions des plasmides pKD1 (V279), pEP10 
(V279L), 11 (V279N) et 12 (V279T). 
Afin d’intégrer les plasmides et ainsi d'exprimer l'oxydase ainsi mutée à partir des 
plasmides pEP16, 17 et 18 dans P. denitrificans, on utilise la capacité des bactéries à échanger 
du matériel génétique lors du phénomène de conjugaison. Lors de ce processus, les bactéries 
donatrices créent un "canal", le pilus, par lequel transitent les plasmides, portant la séquence 
mob, vers les bactéries acceptrices. Les plasmides doivent donc passer de la souche de E. coli 
TOP 10 vers la souche de P. denitrificans AOI, souche délétée des gènes ctaDII et ccoN, codant 
pour les sous-unités I des oxydases aa3 et cbb3 respectivement. Comme ni AOI, ni la souche de 
E. coli ne possèdent la capacité à conjuger, une troisième souche dite "helper" est ajoutée 
(souche de E. coli MM294) pour transférer les plasmides pEP16, 17 et 18 chez P. denitrificans. 
Apres 24 H de coculture, les souches AOI ayant intégré le plasmide sont sélectionnées par trois 
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antibiotiques la streptomycine, permettant de sélectionner les bactéries contenant le plasmide, et 
de la rifampicine et de la gentamycine pour lesquels la souche AOI est résistante. Parallèlement, 
un plasmide contenant le gène ctaDII (pWTII) non muté, est transformé chez P. denitrificans 
comme décrit ci-dessus, ce qui sert de contrôle. La présence du plasmide muté est ensuite 
vérifiée par restriction enzymatique.  
 
Figure  4.34: Schéma de la construction des plasmides contenant le gène ctaDII muté. 
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4.4.3 Tests biochimiques 
Un immuno-transfert, révélé par des anticorps α-6 His, à partir des cellules de mutants 
V279, V279L, V279N, V279T lysées par le tampon de charge, permet de confirmer l'expression 
de la sous-unité I de la CcO aa3 (figure 4.35 A). Afin de tester si les mutations effectuées 
affectent l'activité oxydase de la protéine, des tests "NADI" sont effectués directement sur les 
colonies en milieu solide. Ce test colorimétrique est basé sur l'apparition d'une couleur bleue dûe 
à la réaction du naphtol avec le N,N-dimethyl-p-phénylène diamine en présence d’une oxydase 
active (voir § 3.3.3). La figure 4.35 B indique que seul le mutant V279L conserve une activité 
catalytique plus faible que le type sauvage. Pour les mutants V279N et V279T, aucune activité 
oxydase n'a pu être détectée. 
B 
Mutant Intensité 
NADI 
WT +++ 
V279L + 
V279N - 
A  
V279T - 
Figure  4.35 : A Immuno-transfert réalisé après un SDS-PAGE à 12%. Les anticorps α-6His 
révelent une protéine de masse moléculaire apparente de ~60 kDa correspondant à la SU I de 
la CcO aa3 de P. denitrificans.  
B Tableau synthétisant les résultats obtenus avec le test NADI. 
4.4.4 Perspectives  
Suites aux modélisations préliminaires, il a été décidé de substituer la valine 279 par 
une leucine, une asparagine et une thréonine. En effet, les minimisations présentées figure 4.32, 
montrent un effet de ces substitutions sur l'orientation du NO. Les tests préliminaires sur les 
bactéries en culture indiquent que les SUI mutées sont exprimées et les spectres de différence des 
membranes montrent un pic à 605 nm (figure 4.36) caractéristique de l'hème a ce qui suggère 
que ces mutants n'affecte pas l'insertion de l'hème a3 dans le site actif.  
Ces résultats constituent un préalable à une étude plus approfondie. Une fois ces mutants 
purifiés, il sera intéressant de tester la fixation de ligands biatomiques (NO, CO, CN-) et de 
mesurer les cinétiques de recombinaison. Une collaboration est aussi envisagée afin de tester 
l'activité O2 réductase de ces mutants et déterminer quelle partie du cycle catalytique est affectée. 
En effet, des mutations de la SU I de la CcO peuvent alterer la réduction de l'oxygène comme 
cela a été montré pour le mutant V279I (Riistama et coll. 2000), et/ou le pompage des protons. 
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5  Conclusion et Perspectives 
L'adaptation des chaînes respiratoires à leur environnement est l'une des clés de la survie 
cellulaire. Si les organismes procaryotes disposent d'une grande flexibilité métabolique, les 
organismes eucaryotes ont privilégié la régulation de la seule voie aérobique. De nombreux 
mécanismes permettent de moduler l'activité des chaînes respiratoires, notamment au niveau de 
la cytochrome c oxydase. Ainsi, la fixation du monoxyde d'azote sur la CcO permet de réguler 
son activité, et la disponibilité des électrons module la vitesse de la réduction de l'oxygène. Des 
aspects de ces deux mécanismes ont été étudiés dans cette thèse. 
Les études présentées ici montrent que deux molécules de NO sont susceptibles d'être 
présentes simultanément dans le site actif de la cytochrome c oxydase aa3 de P. denitrificans dès 
les faibles concentrations de NO. Par spectroscopie pompe-sonde, trois phases de recombinaison 
de 200 ps, 20 ns et >1 ms, ont été déterminées. La phase de 200 ps reflète une réassociation 
directe du NO sur le fer de l'hème a3 et la phase de 20 ns correspondrait à une recombinaison du 
NO après un premier éloignement du NO. L'intensité de ces phases de recombinaison géminée 
(recombinaison sans que le NO ne sorte de la protéine) est fonction de la concentration en NO. 
Ainsi, plus la concentration de NO est élevée, plus l'intensité des phases de recombinaison de 
200 ps et 20 ns est importante. En revanche, à faibles concentrations de NO, la recombinaison est 
majoritairement bimoléculaire (phase >1 ms). Ces résultats reflètent la présence d'un deuxième 
site de fixation du NO à proximité ou dans le site actif. Or, des études précédentes sur la CcO 
mammifère à hautes concentration de NO montrent que le NO peut se lier au CuB, outre sa 
fixation à l'hème a3 (Brudvig et coll. 1980; Zhao et coll. 1994). C'est donc un bon candidat pour 
le second site de fixation du NO dans la CcO de P. denitrificans. 
Des expériences similaires sur l'oxydase ba3 de T. thermophilus montrent l'absence de 
phase picoseconde de recombinaison. Or, pour cette CcO, une seule molécule de NO peut être 
présente à l'équilibre du fait de son activité NO-réductase. Ces résultats confirment donc notre 
interprétation des phases rapides pour l'oxydase aa3. En effet, pour l'oxydase ba3, une première 
phase de 15°ns, indépendante de la concentration de NO, est observée. Cette phase correspond à 
une recombinaison géminée, une recombinaison bimoléculaire ne pouvant avoir lieu dans un 
temps aussi court. Par analogie avec les résultats obtenus avec le CO, on peut supposer que le 
NO se fixe temporairement sur le CuB avant de recombiner sur l'hème a3, ou de sortir de la 
protéine. Une seconde phase de 50 µs, dont l'intensité est dépendante de la concentration de NO, 
correspondrait à une recombinaison bimoléculaire.  
Les expériences de spectroscopie par résonance paramagnétique électronique (RPE), 
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réalisées dans le but de déterminer la nature du second site de fixation, ont montré une 
modification drastique du signal obtenu selon la concentration de NO présente. Ainsi, à basses 
concentrations, le signal obtenu pour l'oxydase aa3 de P. denitrificans est similaire à celui 
mesuré avec la CcO ba3 de T. thermophilus. Il est caractéristique de la liaison du NO à un fer 
hémique ayant pour 5ème ligand une histidine. Cependant, à des stoechiométries plus importantes, 
un signal très différent est observé qui semble indiquer la rupture de la liaison Fea3-histidine. Or, 
le spectre visible n'indique pas un tel événement. S'il n'y a pas rupture de la liaison, un 
changement d'orientation du NO par rapport à l'histidine peut expliquer cette modification du 
signal. En effet, dans le cas d'une rotation, il n'y a plus recouvrement des orbitales π du NO et du 
noyau imidazole rompant ainsi le couplage entre l'histidine et le NO via le Fea3. La présence 
d'une seconde molécule de NO dans le site actif peut donc imposer la rotation du NO lié à l'hème 
a3. Les modélisations effectuées vont bien dans ce sens, puisque la présence d'une seconde 
molécule de NO induit une modification de l'angle de rotation (N-O-Fea3)-(noyau histidine) de 
13° à 77°. L'apparition, à plus fortes concentrations de NO, d'un signal RPE caractéristique d'une 
interaction entre un métal de transition et une molécule de NO conforte notre hypothèse du CuB 
comme second site de fixation du NO. La construction de mutants de l'oxydase est en cours. Elle 
a pour objectif d'induire, par mutagenèse, une contrainte stérique au niveau du site actif, 
susceptible de modifier l'orientation du NO, validant ainsi notre hypothèse. 
L'ensemble de ces résultats, obtenus avec l'oxydase aa3 de P. denitrificans, révèle la 
présence possible de deux molécules de NO dans le site actif, et ouvre des perspectives nouvelles 
quant aux interactions entre le NO et la CcO. Des expériences similaires sont en cours sur 
l'oxydase de cœur de bœuf afin d'établir si une telle dépendance de la concentration de NO existe 
également au niveau de la CcO mitochondriale. En effet, il a été montré que des interactions NO-
site actif, même à très basses concentrations de NO, sont impliquées dans la régulation de 
l'activité de l'oxydase chez les mammifères. Ainsi, la production de NO à la périphérie des tissus, 
inhibe la consommation locale de O2, favorisant sa diffusion en profondeur et permet donc 
l'oxygénation de l'ensemble des cellules du tissu.  
L'étude de la photodissociation du CO sur l'oxydase aa3 mitochondriale dans l'état redox 
intermédiaire (réduit par 2 e- sur 4 au maximum) a permis de mettre en évidence une constante 
de temps de transfert des électrons entre les hèmes a et a3 de 1,2 ns. Cette phase correspond à la 
libération des électrons après transfert photoinduit du CO de l'hème a3 au CuB. Ces résultats 
remettent en cause l'interprétation des données de la littérature, décrivant le transfert d'électron 
intrinsèque selon une phase de 3 µs, i.e., trois ordres de grandeur plus lente. Cette dernière phase 
correspond effectivement à un transfert d'électron inter-hème, mais provoqué par le départ du 
CO du CuB, ce qui modifie l'équilibre des électrons en faveur de la réduction de l'hème a. La 
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mise en évidence d'un transfert intrinsèque rapide des électrons permet d'envisager le mécanisme 
de réduction de l'oxygène sous un angle nouveau. In vivo, la CcO est majoritairement dans un 
état redox intermédiaire où seuls deux électrons sont présents : un est situé sur le CuB et le 
second s'équilibre entre les hèmes a et a3 de potentiel redox très proche. Or la fixation (et la 
réduction) de l'oxygène sur le site actif n'est possible que si le CuB et l'hème a3 sont tous deux 
réduits. La vitesse d'équilibration des électrons entre les hèmes limite la durée des intervalles de 
temps où l'hème a3 est oxydé, et ainsi, optimise la probabilité de piéger l'oxygène lors de son 
passage dans le site actif. En effet dans les conditions physiologiques de basse concentration de 
O2 et de faible flux d'électron, ce processus peut contribuer à augmenter l'efficacité catalytique 
de la cytochrome c oxydase sans production d'espèces toxiques. 
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6  Annexes, Index et Références 
6.1 Abbréviations 
aa acide aminé 
ADN : Acide désoxyribonucléique 
APS :  Ammonium persulfate 
ARN : Acide ribonucléique 
ATP : Adénosine TriPhosphate 
BSA Albumine de Sérum de Boeuf 
Cc Cytochrome c 
CcO Cytochrome c Oxydase 
CN cyanure 
CO Monoxyde de carbone 
DEAE : Diéthylaminoéthyl 
DMPD N,N-dimethyl-p-phénylène diamine 
DNase désoxyribonucléase 
PCR Polymerase Chain Reaction 
EDTA acide éthylènediaminetétraacétique 
EGTA acide éthylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraacétique 
ET transfert d'électron 
FAD Flavine Adénosine Dinucléotide 
FeS centre Fer Soufre  
FMN Flavine MonoNucléotide 
fs, ps, ns femto (10-15), pico (10-12), nano (10-9) seconde 
GMPc Guanidine MonoPhosphate cyclique 
N2O Protoxyde d'azote 
NAD(P) Nicotinamide Adénosine Dinucléotide (Phosphate) 
nJ nanojoule 
NO Monoxyde d'azote 
NOSI ,E, N NO synthases inductible, endothéliale, neuronale 
O2 dioxygène 
P. d Paracoccus denitrificans 
PDB Protein Data Bank = banque de données des structure 3D de protéines 
Pi Phosphate inorganique 
RNase ribonucléase 
RPE Résonance paramagnétique électronique 
SDS Sodium dodecyl sulfate 
SU Sous Unité 
SVD Singular value decomposition = décomposition de valeurs individuelles  
TMBZ 3,3',5,5'-tétramethylbenzidine 
Tris=TRIZMA
® 
Tris(hydroxymethyl)aminométhane hydrochloride 
UQ / UQH2 Ubiquinone / Ubiquinol 
YAG Yttium-Aluminium-Garnet 
β-DM = DM  n-dodecyl-β-D-maltoside 
β-ME β-mercaptoéthanol 
qsp quantité suffisante pour 
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Résumé de thèse 
Les cytochrome c oxydases (CcO), situées dans les chaînes respiratoires eucaryotes et des bactéries 
aérobiques, catalysent la réduction de l'oxygène en eau, une réaction qui utilise quatre électrons et quatre 
protons. Ces complexes protéiques membranaires participent également à la formation de la force 
protonmotrice nécessaire à la synthèse d'ATP, en pompant quatre protons supplémentaires par molécule de 
dioxygène réduit. Le site actif des CcO aa3 contient un hème de type a de haut spin, l'hème a3, et un atome de 
cuivre, le CuB. Ces deux cofacteurs peuvent fixer, outre l'O2, d'autres ligands diatomiques impliqués dans la 
signalisation tel que le monoxyde d'azote (NO) et le monoxyde de carbone (CO). Les travaux présentés dans 
ce manuscrit, effectuées sur l'oxydase mitochondriale et sur des oxydases bactériennes, aa3 et ba3, concernent 
à la fois l'interaction de ligands avec la CcO et le transfert interne d'électrons. Les oxydases étudiées possèdent 
quatre centres redox, l'hème a3 et le CuB ainsi que l'hème a (resp. b pour ba3) et le centre CuA, impliqués dans 
le transfert d'électron (ET) du donneur, le cytochrome c, à l'accepteur, l'oxygène fixé au site actif.  
L'inhibition réversible de la CcO par le NO est un processus de régulation de la respiration. En 
étudiant l'influence de la concentration de NO sur la dynamique du NO au sein des oxydases aa3 de P. 
denitrificans et ba3 de T. thermophilus nous avons mis en évidence une interaction entre plusieurs ligands dans 
le site actif. Pour l'oxydase aa3, la recombinaison géminée du NO, après sa photodissociation de l'hème a3, a 
lieu selon deux phases de 200 ps et 20 ns, dont l'intensité augmente pour les concentrations de NO 
superstoechiométriques. A l'inverse, aucun effet de la concentration n'est observé pour l'oxydase ba3 où 
l'activité NO réductase de cette CcO exclut la présence stable de deux molécules de NO dans le site actif. 
L'ensemble de ces résultats converge vers la présence d'une seconde molécule de NO dans ou à proximité du 
site actif dans l'oxydase aa3, créant un encombrement favorisant une recombinaison géminée plutôt qu'un 
cheminement vers l'extérieur de la protéine.  
Des expériences de spectroscopie RPE ont été effectuées afin de déterminer la nature du second site de 
fixation du NO. La modification du signal avec la concentration de NO est observée uniquement pour 
l'oxydase aa3. Si le spectre à basses concentrations (NO:CcO <1:1), très similaire à celui obtenu avec l'oxydase 
ba3, est caractéristique de la liaison du NO sur un hème ayant pour 5ème ligand une histidine, le spectre 
enregistré à hautes concentrations est similaire à celui mesuré lorsque NO est lié à un hème sans autre ligand 
en trans. Comme le spectre visible de l'oxydase n'indique pas une rupture de la liaison Fe-NεHis, nous 
proposons que la 2nd molécule de NO induise une rotation du NO lié à l'hème depuis une position parallèle au 
plan de l'histidine à une position perpendiculaire à ce plan, rompant ainsi les interactions paramagnétiques 
entre l'histidine et le NO. Cette interprétation est renforcée par des modélisations de la structure de l'oxydase 
aa3 avec un et deux molécules de NO dans le site actif. Elles montrent qu'en effet la présence d'un second NO, 
lié au CuB dans le site actif, induit une rotation du NO lié à l'hème de ~70°. Par ailleurs, à hautes 
concentrations de NO, il y a apparition d'un signal caractéristique d'une interaction métal de transition-NO, qui 
peut être attribué, par élimination, à la liaison CuB-NO. L'établissement de la présence simultanée de deux 
molécules de NO dans le site actif de la CcO aa3 de P. denitrificans dès les faibles concentrations de NO, 
ouvrent de nouvelles voies dans la compréhension des mécanismes d'inhibition de l'oxydase par le NO.  
Afin d'étudier plus en détail l'influence de l'environnement du site actif sur la dynamique du NO dans 
le site actif, le résidu V279 à été substitué par mutagenèse dirigée. Les premiers résultats sur des souches 
exprimant les oxydases mutées indiquent des modifications de leur activité O2 réductase. 
Par ailleurs, nous nous sommes intéressé à la vitesse de réduction du site actif par l'hème a. Cette 
réaction étant trop rapide pour être visualisée par injection d'électrons, nous avons étudié le flux des électrons 
en sens inverse. Ces expériences ont été effectuées sur l'oxydase mitochondriale dont l'hème a était oxydé et 
l'hème a3 réduit et lié une molécule de CO. Après photodissociation du CO de l'hème a3, les électrons se 
répartissent entre les deux hèmes de potentiel redox proche. Par spectroscopie, nous avons ainsi mesuré que 13 
±3 % de ce transfert s'effectue en 1,2 ns; ce temps correspond au transfert intrinsèque. Des études précédentes 
avaient montré une phase de 3 µs, considérée jusqu'ici comme la phase la plus rapide du ET entre les hèmes. 
Au regard de nos résultats, cette phase de ET peut être expliquée par le départ du CO du CuB, ce qui 
modifierait le potentiel redox de l'hème a3. Le transfert intrinsèque des électrons en 1,2 ns, permettrait à 
l'oxydase, dans des conditions physiologiques ([O2] faibles et e- peu disponibles) de capturer et de réduire 
l'oxygène en diminuant la durées des périodes où le site actif n'est pas réduit. 
 
Mots clés : Cytochrome c oxydase, oxyde nitrique, recombinaison géminée, transfert d'électrons, purification 
de protéines, spectroscopie résolue dans le temps, résonance paramagnétique électronique , modélisation 
moléculaire. 
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Thesis abstract 
Cytochrome c Oxidase (CcO) membrane protein complexes catalyse the reduction of oxygen that 
takes place in the respiratory chains of eukaryotes and aerobic bacteria. During this reaction, that requires 
four protons and four electrons, four additional protons are pumped across the membrane and these 
participate in the formation of the protonmotive force that is required for ATP synthesis. The active site 
of CcO aa3 contains a high-spin heme, heme a3, and a copper atom, CuB. These cofactors can bind, apart 
from O2, other diatomic molecules involved in signalling such as NO or CO. My thesis work concerns 
both CcO-ligand interactions and internal electron transfer (ET), in mitochondrial CcO and in bacterial 
oxidases aa3 and ba3. These oxidases accommodate four redox centres, heme a3 and CuB as well as heme 
a (resp. b for ba3) and CuA, involved in ET from the donor, cytochrome c to the acceptor, the oxygen 
bound to the active site. 
The reversible inhibition of CcO by NO is involved in the regulation of respiration. By studying 
the influence of the NO concentration on the dynamics of NO in the oxidases aa3 from P. denitrificans 
and ba3 from T. thermophilus, we have demonstrated that multiple ligands interact in the active site. For 
aa3, geminate recombination of NO, after its photodissociation from heme a3, occurs in two phases of 
200 ps and 20 ns. The amplitude of this phase increases with suprastoichiometric NO concentrations. In 
contrast, no effect of the NO concentration is observed for oxidase ba3, where the NO-reductase activity 
prevents the stable copresence of two NO molecules. Altogether, these results imply that a second NO 
molecule can be accommodated in/near the active site of CcO aa3 favouring geminate recombination of 
the first NO molecule, rather than its motion out of the protein.  
In order to determine the nature of this second NO-binding site, EPR experiments were 
performed. A spectral change as a function of the NO concentration was only observed for aa3 oxidase. 
At low concentrations (CcO:NO <1:1), the signal, very similar to that of ba3, is specific for an NO 
molecule bound to a histidine coordinated heme. However, at higher concentrations, the spectrum 
resembles that of a five coordinated nitrosylated heme. As the visible spectrum does not indicate a rupture 
of the heme-NεHis bond, we propose that the second NO molecule induces a rotation of the heme-bound 
NO from an orientation parallel to the histidine ring to a more perpendicular one. Such a rotation would 
disrupt the paramagnetic interaction between the histidine ring and NO. Our interpretation is strengthened 
by molecular modelling studies of the active site of CcO aa3, with one and two NO molecules bound. 
These studies indicated that the presence of a second NO molecule, bound to CuB, induces a ~70° rotation 
of the heme-bound NO. In addition, at high NO concentrations, a signal characteristic of an NO-metal 
interaction appears that can be attributed to CuB. The assessment of the simultaneous presence of two NO 
molecules in the active site of CcO aa3, even at low NO concentrations, has implications for 
understanding the mechanism of CcO inhibition by NO. 
In order to study the influence of the active site environment modifications on NO dynamics, the 
amino acid V279 has been substituted. Preliminary studies of strains expressing the mutants indicate 
modification of their O2 reductase activities. 
Along a different line, we investigated the reduction kinetics of the active site by heme a. As this 
reaction occurs too fast to be observed by electron injection into the system, we studied reverse electron 
transfer. The experiments were performed on mammalian CcO aa3 with heme a oxidised, heme a3 
reduced and CO-bound. After the cleavage of the CO-Fe bond by a light pulse, the electrons can 
equilibrate between the two hemes which have close-lying redox potentials. Spectroscopically, we 
measured that 13 ± 3 % of this transfer takes place in 1.2 ns; this time corresponds to the intrinsic 
transfer. The fastest rate previously measured for interheme ET in CcO was 3 µs. In the light of our 
results, this phase can be explained by a modification of the heme a3 redox potential due to CO leaving 
CuB. The very fast electron exchange determined between the two hemes may help to increase the oxygen 
trapping efficiency under physiological conditions ([O2] low and weak e- flux), by decreasing the duration 
of the periods where heme a3 is not reduced. 
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